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RÉSUMÉ 
Au Canada, l'infertilité féminine a doublé depuis les années 1980 et à ce jour, 16 % des 
couples canadiens ont de la difficulté à procréer. Pour qu ' une gestation soit réussie, 
il doit avoir une communication adéquate entre le fœtus et les tissus utérins maternels. 
La protéine kinase Akt (activated by kinase tyrosine), existant en trois isoformes (l,2,3), 
est impliquée à divers moments pendant le cycle œstral et lors de l'implantation 
embryonnaire, car elle permet la survie cellulaire et l'apoptose dans le tissu utérin. 
Les rôles spécifiques des isoformes dans les processus reproductifs n'ont pas encore été 
décrits dans la littérature scientifique. Cette recherche compte identifier la fonction 
spécifique de chaque isoforme d'Akt dans l' utérus à différents stades du cycle reproductif 
murin. L'hypothèse de recherche est qu 'un problème de régulation de ces isoformes 
pourrait être la cause d'infertilité ou d'autres pathologies utérines. En utilisant le système 
PGR-Cre-LoxP, les souris C57BL/6 sont KO pour les isoformes d'Akt (toutes les 
recombinaisons) dans les organes sexuels. 
Les analyses Western Blot d'endomètre utérin de souris Wild-type (WT) ont confirmé 
qu' Aktl , 2 et 3 varient dans le cycle œstral. Les analyses des portées de souris ont 
démontré que l'absence d'une ou plusieurs isoformes d'Akt diminue la fertilité chez les 
souris femelles . Les analyses de coloration hématoxyline et éosine ont démontré que les 
isoformes d'Akt n'avaient pas d'effet sur l'épaisseur du stroma utérin. Le knock-out (KO) 
Aktl-2 permet une diminution significative du nombre de glandes endométriales dans 
toutes les phases du cycle et le KO Akt2-3 permet une augmentation des glandes en 
œstrus. La taille des glandes endométriales ne varie pas pour les phases œstrus, metestrus, 
diestrus. Cependant, le KO Aktl-2 permet la diminution de leur taille en proestrus. 
Certaines protéines en aval d'Akt ont été analysées par immunohistochimie telles que 
c-jun, FoxOI, cleaved-caspase 3 et 7, c1eaved-PARP, PCNA ainsi que le récepteur à 
l 'œstrogène a (Era) et récepteur à la progestérone (PGR). Les résultats démontrent que 
c1-P ARP est absent dans le stroma pour toutes les phases du cycle. Les autres cibles varient 
selon la phase du cycle, du KO ainsi que de leur localisation cellulaire (épithélium luminal, 
glandulaire et le stroma utérin). En effet, dans les glandes endométriales, Aktl-2 amène 
une augmentation ERa en metestrus ainsi qu ' une augmentation de PCNA, PGR et une 
diminution de c1-Casp7 en œstrus. Une augmentation de c-jun, PGR et une diminution de 
c1-Casp3 sont observés en proestrus. Une diminution de c1-Casp3 est décelable en diestrus . 
Akt2-3 mène à une diminution de c-jun, mTOR et ERa en œstrus. Ces résultats suggèrent 
que les isoformes d 'Akt, particulièrement Aktl et Akt2, sont des molécules essentielles 
pour la régulation du cycle œstral et les changements cycliques de l'endomètre. 
Cette recherche a permis une meilleure compréhension des isoformes d 'Akt dans la 
reproduction féminine. Des études futures pourront approfondir le rôle de ces isoformes 
lors de la décidualisation, de l'implantation et de la parturition ainsi que sur 
l'endométriose. Des biopsies utérines de femmes infertiles pourront être analysées pour 
confirmer un dérèglement des isoformes d'Akt. 
Mots-clés: Akt, utérus, fertilité, signalisation cellulaire, souris transgéniques. 
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1.1 L'infertilité féminine 
L'infertilité représente un réel problème de santé dont l'incidence est en constante 
augmentation, dans les dernières décennies (1). Selon Santé Canada, les taux d'infertilité 
ont doublé depuis les années 1980 (2). L'infertilité est définie lors de l'absence de 
conception à la suite de rapports sexuels sans moyen de contraception pendant un an pour 
les femmes de moins de 35 ans et 6 mois pour les plus de 35 ans (3). En effet, il a été 
démontré que la fertilité féminine diminue après l'âge de 35 ans (4). 
Il y a plusieurs facteurs qui peuvent mener à l'infertilité féminine, soit environ 35 % 
des cas d'infertilité (5). Les facteurs génétiques peuvent favoriser certains problèmes 
utérins comme l'endométriose (35 à 50% des problèmes d'endométriose conduiront à un 
diagnostic d'infertilité) et les fibromes utérins (6). Puis, il ya les facteurs modifiables tels 
que l'obésité et la consommation de cigarettes qui sont associés à une diminution de la 
réserve ovarienne et à la diminution de la qualité des embryons (7). La qualité 
embryonnaire permet de catégoriser l'embryon selon plusieurs facteurs, dont une 
fécondation normale (avec l'analyse des pronucléi et des globules polaires), de la qualité 
de la première division cellulaire (deux cellules de taille similaire, non multinucléées), 
et la qualité du blastocyste en analysant les cellules (euploïdes ou aneuploïdes) du bouton 
embryonnaire et du trophectoderme (8). Des facteurs endocriniens qui peuvent causer des 
déséquilibres hormonaux. Ceux-ci causent une dysfonction au niveau de l'ovulation 
affectant ainsi le cycle ovarien de la femme (9). Finalement, une obstruction des trompes 
de Fallope peut aussi causer des problèmes de fertilité . En plus des facteurs physiques, 
il y a les problèmes psychologiques et sociaux qui peuvent mener l'infertilité. Pour le 
niveau social, la qualité des soins et le stress sont toutes des variables pouvant mener à 
l'impossibilité de procréer chez les femmes (4, 10, 11). L'âge avancé des femmes lors de 
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la conception est souvent remis en cause, compte tenu du délai croissant découlant de 
longues études et l'intérêt de poursuivre une carrière avant de fonder une famille. 
Plus leur âge avance, plus il est difficile de concevoir, dû à la diminution de la réserve 
ovarienne (réserve de gamètes) et des problèmes de décidualisation. Vers 40 ans, 
les ovaires ne répondent plus à la FSH (hormone folliculo stimulante) ni à la LH 
(hormone lutéinisante). Avec le temps, la diminution de la quantité des hormones 
sexuelles, soit la progestérone et l'œstrogène, aInSI que l'insuffisance ovanenne 
provoquent l'arrêt des menstruations. 
Lors du cycle reproductif, l'endomètre va subir des changements, tels que la 
prolifération cellulaire, la différenciation et l'apoptose, pour permettre le meilleur 
environnement possible pour l'implantation de l'embryon (12). La communication entre 
le futur embryon et les tissus maternels doit être adéquate pour l'implantation et le 
maintien de la grossesse. Les molécules de signalisation et de réponses cellulaires, 
permettant cette communication, doivent être parfaitement coordonnées (13, 14). Si une 
erreur survient, tout le processus reproductif est en danger. En effet, il est possible que 
la grossesse s'arrête de manière naturelle, ce qui est communément appelé une fausse 
couche. Ce problème touche environ une grossesse sur cinq, selon Santé Canada (2). 
L'une des causes principales est un problème au niveau de la réceptivité de l'utérus, 
affectant la nidification de l'embryon. 
Des tests médicaux peuvent être effectués pour déterminer le ou les problèmes de 
fertilité du couple, tant chez la femme que l'homme. Ces tests sont plus complexes 
pour les femmes avec une cytologie cervicale, un bilan de la réserve ovarienne, 
l' hystérosonographie ainsi que des biopsies endométriales alors que chez l'homme, il ya 
seulement le spermogramme et la fragmentation d'ADN (acide désoxyribonucléique) 
(15). Certes, les problèmes de fertilité se règlent parfois par des moyens médicaux comme 
la procréation médicalement assistée (PMA). Cependant, avoir recours à ce genre de 
procédure ne garantit pas une grossesse. En effet, l'implantation peut échouer à la suite de 
problèmes embryonnaires, telle qu'une anormalité chromosomique (16, 17). Aussi, 
les couples revoient souvent leur nombre d'enfants à la baisse à cause du coût des 
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procédures. De plus, tous ces procédures et tests ne parviennent pas toujours à trouver les 
causes de l'infertilité. 
La réceptivité endométriale est un facteur clé dans l'implantation embryonnaire. 
Lors des biopsies endométriales, des molécules de signalisation sont analysées pour 
déterminer la fenêtre d'implantation de la patiente. En effet, il existe deux tests 
commercialisés soit «ERA test », pour endometrial receptivity array d'Igenomix et 
« Win-test », pour window implantation test (18). Certaines cliniques de fertilité 
effectuent leur propre test maison suite à des recherches effectuées dans leur laboratoire 
comme c'est le cas pour la Clinique Ovo et son test Adhesio (19). Ces tests analysent le 
gène de SPP 1 (secreted phosphoprotein J), une glycoprotéine impliquée dans l'adhésion 
cellulaire et la migration cellulaire pendant l'implantation et IL15, une interleukine 
régulée par la progestérone qui permet la prolifération du stroma utérin (20-22). 
En revanche, ces tests moléculaires de l'endomètre n'ont pas encore démontré leur 
efficacité en ce qui concerne les taux de grossesse suivant un transfert d'embryon. 
En effet, les patients ayant effectué le test, permettant ainsi un ajustement du moment pour 
la réceptivité de l'endomètre pour le transfert d'embryon ont eu un taux de grossesse de 
33,3%, comparativement aux patientes contrôles (non testées) qui étaient de 35,2% (23). 
Il serait donc pertinent de continuer les recherches concernant des molécules de 
signalisation pouvant affecter la fertilité féminine. 
1.2 Reproduction chez la femme 
L'organe reproducteur de la femme comprend les ovaires, les trompes de Fallope, 
l'utérus, le col utérin et le vagin (Figure 1. 1). Ils ont comme fonctions de permettre la 
production de gamètes, la sécrétion d'hormones stéroïdiennes, la fécondation d'un ovule 
par un spermatozoïde et le support pour la croissance de l' embryon. Les ovaires, 
ou gonades femelles, se situent dans la cavité abdominale et pelvienne, de chaque côté de 
l'utérus et contiennent les follicules. Ces derniers sont constitués d'un œuf immature en 
développement. Les trompes utérines ont une ouverture en forme d'entonnoir et les 
battements de cils de son épithélium interne permettent de recueillir l'ovocyte. Ces cils 
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pennettent aussi son avancement jusqu'à l'utérus. La partie la plus étroite de l'utérus 
s'appelle le col utérin et communique avec le vagin. Le vagin reçoit les spermatozoïdes 
lors des rapports sexuels et pennet le passage du bébé lors de l'accouchement. 
Il communique à l'extérieur avec la vulve (24). 
L 'utérus est un organe musculeux qui est maintenu dans la cavité abdominale par 
plusieurs ligaments. Il est constitué de trois couches tissulaires de l'extérieur vers 
l'intérieur, soit la séreuse, couche fonnée par un mésothéliome, le myomètre, 
couche musculaire majoritairement fonnée de cellules musculaires lisses et l'endomètre, 
couche-fonnée d'un stroma dont l'épaisseur varie et d 'une couche de cellules épithéliales 
prismatiques ciliées et sécrétoires. L'endomètre peut être subdivisé en sa couche 
fonctionnelle et en sa couche basale. La couche basale reste constante à travers le cycle 
menstruel au niveau de l' épaisseur et de la vascularisation, contrairement à la couche 
fonctionnelle. 
Franges 





~f-- - Endomètre Paroi de l'utérus 
Myomètre 1 
Périmétrium 
Fornix du vagin 
~\fi-- - Vagin 
Figure 1.1 Organe reproducteur de la femme (24). 
Cette figure démontre les parties principales de l'utérus et des ovaires. 
Lors du cycle menstruel, les ovaires et l' utérus subissent des changements cycliques. 
Chaque cycle menstruel prend environ un mois et implique l' ovogenèse ainsi que la 
préparation de l'utérus à recevoir un ovule fécondé. Ces changements sont directement 
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influencés par la GnRH (guanine nucleotide exchange hormone) sécrétée de manière 
pulsative par l 'hypothalamus, stimulant la sécrétion de la FSH et LH par 
l'adénohypophyse, libérées dans le sang et qui viennent stimuler à leur tour les hormones 
stéroïdiennes (œstrogène et progestérone) sécrétées par ovaires. Ces hormones iront faire 
une rétroaction négative au niveau de l 'hypothalamus et de l ' hypophyse. Cette rétroaction 
permettra de limiter la quantité d ' hormones stéroïdiennes présente dans le corps. Le cycle 
utérin et ovarien s'opèrent en parallèle dans leurs structures respectives, mais sont 
synchronisés. Le cycle ovarien est une série d'évènements dans les ovaires qui surviennent 
durant et après la maturation d'un ovule. Pour sa part, le cycle utérin est une série de 
changements que subit l'endomètre. Ces changements ont pour but de le préparer à 
l'implantation embryonnaire et de le maintenir jusqu'à l'accouchement. 
La reproduction chez la femme commence au nIveau de l'axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique. Elle est constituée de l 'hypothalamus, de l 'hypophyse et des 
ovaires. L'hypothalamus sécrète de la GnRH. Cette dernière est transportée le long des 
axones pour activer la sécrétion de LH et de FSH par l'adénohypophyse. Ces hormones 
aussi appelées gonadotrophines sont libérées dans la circulation sanguine et vont se lier 
aux cellules gonadiques. La FSH initie le recrutement et la croissance folliculaire alors 
que la LH va permettre la production d'œstrogène et stimule la maturation des follicules 
ovariens (ovogenèse) (Figure 1.2). Ainsi, l'activité endocrinienne des ovaires se fait par 
deux hormones stéroïdiennes, soit l'œstrogène (via les récepteurs à l'œstrogène ERa et 
ER~) et la progestérone (via les récepteurs PR-A et PR-B). Ces hormones vont faire une 
inhibition au niveau de l 'hypothalamus et de l 'hypophyse, limitant ainsi la quantité 
d'hormones sécrétées (25). Les ovaires produisent aussi l'inhibine qui est impliquée dans 
la modulation paracrine de la production d'androgène et d 'activine. Cette dernière est en 
partie responsable de la formation du « pool» de follicules primordiaux. Ces hormones 
agissent comme molécules de signalisation paracrine intra ovarienne qui régulent la 
dominance folliculaire lors de la phase préovulatoire. L'activine est un facteur paracrine 
important dans les premiers stades de croissance folliculaire, avant que les follicules 
commencent à exprimer des récepteurs à la FSH et ainsi d 'acquérir une réactivité à la FSH 
(26, 27). 
6 
Pendant le cycle ovanen, l'ovulation est caractérisée par une dominance 
d'œstrogène et la période post-ovulation est plus progestative (Figure 1.2). Ce cycle a 
deux objectifs principaux, soit le transport de l'ovule dans les trompes de Fallope jusqu'à 
la cavité utérine et le développement de l'embryon. Pendant la phase oestrogénique, 
ou encore la phase folliculaire, l'ovaire prépare la femme à la réception des 
spermatozoïdes et à la fécondation. Pendant la deuxième période, la phase lutéale, l'ovaire 
prépare la femme à accueillir et à nourrir l'embryon au cas où il y aurait fécondation (25). 
Dans un cycle menstruel, d 'une durée moyenne de 28 jours, il y a quatre phases 
distinctes, soit la phase menstruelle, celle préovulatoire (entre 6 et 13 jours), l'ovulation 
(14e jour) et la phase post-ovulatoire (dujour 15 et 28) (Figure 1.2) (25). 
Pendant la phase menstruelle qui dure les cinq premiers jours du cycle. La couche 
fonctionnelle de l'endomètre se détache et est expulsée du corps (menstruations). 
Par la suite, l'endomètre sera très mince, car il ne restera plus que la couche cellulaire 
basale. La phase menstruelle est la période pendant laquelle les hormones ovariennes sont 
très basses. 
Dans les ovaires, les follicules se développent en follicules primordiaux, primaires 
et secondaires, grâce à l' influence de l'activine. La réponse à la FSH (son pic) apparait 
en fin de folliculogénèse pour l'ovulation. Il y a sécrétion des hormones par 
l'adénohypophyse qui a commencé juste avant le début du cycle. Ainsi la FSH et la LH 
augmentent de manière progressive et stimulent les ovaires à produire de l'œstrogène 
(24, 25) (Figure 1.2). 
La phase préovulatoire est située entre la fin des menstruations et l'ovulation et est 
très variable. Vers le 6e jour, un seul follicule secondaire devient le follicule dominant. 
Quelques jours avant l'ovulation, il ya un pic d'œstrogène menant à une diminution de 
FSH. La phase menstruelle et la phase préovulatoire correspondent à la phase folliculaire 
du cycle ovarien dû à la croissance et au développement des follicules. L'augmentation 
de la quantité d'œstrogène va permettre l'épaississement du tissu endométrial avec un 
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apport augmenté de sang (plus vascularisé) et de nutriments (24). Ces nutriments contenus 
en grande partie dans les glandes endométriales seront utiles pour l'implantation (28). 
L'influence de l'œstrogène augmente aussi la réceptivité des cellules endométriales à la 
progestérone en augmentant l'expression des récepteurs de celle-ci . 
Le taux élevé d'œstrogène exerce une rétroaction sur les cellules sécrétant la LH et 
la GnRH, ce qui provoque une libération brusque de LH qui était emmagasinée dans 
l 'hypophyse. Cette libération permet le relâchement de protéases servant à fragiliser la 
membrane folliculaire, facilitant la rupture du follicule et l'expulsion de l'ovule dans une 
des trompes de Fallope. Ce pic de LH permet aussi la vascularisation du follicule devenu 
un corps jaune. L'ovulation survient au 14e jour du cycle menstruel (24, 25). 
La phase post-ovulatoire ou phase lutéale pour le cycle ovarien, se situe entre 
l'ovulation et les prochaines menstruations, entre les jours 15 et 28. Dans les ovaires, 
le corps jaune est créé par la LH et stimulé par celle-ci . À la suite de l'ovulation, le corps 
jaune sécrète majoritairement la progestérone. La progestérone permet de renforcer 
l'épaississement et le maintien de la couche fonctionnelle de l'endomètre pour s'assurer 
d'une bonne nidification, en augmentant les sécrétions utérines (24). Les cellules 
stromales, allongées et fibroblastiques , subiront des changements morphologiques et 
fonctionnels, appelés décidualisation. Ces changements permettent d'établir la relation 
nécessaire pour l'interaction fœtus mère. Cette fenêtre d'implantation permet d'offrir un 
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Cycle reproducteur chez la femme (29). 
Le cycle ovarien et menstruel sont orchestrés par des hormones provenant 
de 1 'hypophyse, adénohypophyse et des ovaires. Ces hormones permettent 
la croissance folliculaire et les changements au niveau de la couche 
fonctionnelle de l'utérus. 
S'il n'y a pas de fécondation, le corps Jaune a une durée de vIe d'environ 
deux semaines. Après ce temps, il se dégénère en corps blanc. Ainsi, les niveaux de 
progestérone diminuent, augmentant la libération de la GnRH, FSH et LH, causée par la 
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perte de l'inhibition par les hormones ovarIennes. Cette chute rapide d'hormones 
ovariennes provoque des spasmes dans les artérioles de l'endomètre qui cesse d'être 
irrigué (24). La couche fonctionnelle de l'endomètre va se rompe et va être expulsée 
(menstruations), un nouveau cycle commence alors (25). 
Cependant, si l'ovule est fécondé, celui-ci commence à se diviser. Le corps jaune 
persiste et est soutenu par la hCG (human chorionic gonadotropin). Cette hormone est 
produite par le chorion de l'embryon et stimule la sécrétion de progestérone par le corps 
jaune (25). Dans l'utérus, la progestérone et l'œstrogène permettent la croissance et 
l'enroulement des glandes endométriales ainsi que l'épaississement de l'endomètre. 
Les glandes vont alors avoir un pouvoir sécrétoire. Elles vont sécréter du glycogène, 
des acides aminés et des lipides (30). Cela servira de nutriments à l'embryon, le temps 
que le placenta se développe. La grossesse dure 40 semaines chez la femme. L'œstrogène 
qui provient des ovaires est à l'origine de la formation des récepteurs à l'ocytocine dans 
le myomètre ( couche musculaire) dans l'utérus. Le travail pour l'accouchement est 
caractérisé par des contractions utérines qui mènent à un amincissement de la paroi utérine 
pour la libération du bébé. Un mécanisme de rétroaction permet cela. L'ocytocine, 
sécrétée par la neurohypophyse, provoque les contractions utérines entraînant le bébé vers 
le canal génital. Elle stimule le placenta à produire des prostaglandines qui stimulent à 
leur tour les contractions utérines. Toutes ces contractions amènent la dilatation du col 
utérin. La tête du bébé stimule la sécrétion d'ocytocine en mettant une pression sur des 
mécanorécepteurs situés au niveau du col utérin (24). 
Figure 1.3 
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Activation hormonale du travail lors de l'accouchement (24). 
L'œstrogène, provenant des ovaires, permet la formation des récepteurs de 
l'ocytocine dans le m yomètre utérin. La stimulation des contractions 
utérines lors de l'accouchement est une voie de rétro activation de 
l'ocytocine et des prostaglandines. 
1.3 Anatomie du tractus génital femelle chez la souris 
L'utérus de la souris est bicorne. Il est composé de deux cornes utérines qui sont 
liées d'un côté par le vagin via le col vaginal et de l'autre par les ovaires via les oviductes 
(Figure 104). Les oviductes sont divisés en trois parties: pavillon, la partie qui reçoit 
l'ovocyte lors de l'ovulation; l'ampoule où il ya la fécondation; l' isthme qui permet de se 





Système reproducteur de la souris (photo du laboratoire du Dr Asselin). 
Légende: 0 = ovaire; C = come utérine; CU = corps utérin. 
Les cornes utérines sont composées de trois couches: l' endomètre, le myomètre et 
la séreuse, comme chez la femme. L'endomètre, la partie la plus interne, est constitué de 
deux types cellulaires, soit la couche de cellules épithéliales et les cellules stromales. 
Les glandes endométriales sont situées dans ce stroma. Le myomètre est constitué de 
deux couches de muscles, soit les muscles circulaires lisses et les muscles lisses. 
Finalement, la séreuse est constituée de tissus conjonctifs élastiques (31). 
Le col utérin lie les cornes utérines au vagin. Le vagin s'ouvre sur les lèvres de la 
vulve, qui fait partie de l'organe sexuel externe de la souris femelle. Le vagin est constitué 
de trois couches, soit la muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est composée 
de cellules épithéliales stratifiées squameuses. Les cellules épithéliales sont influencées 
par les hormones au cours du cycle ovarien (31). Cela permet de différencier les phases 
œstrales grâce à un simple frottis vaginal (32). 
1.4 Cycle ovarien chez la souris femelle 
Une raison ayant influencé le modèle animal choisi pour cette étude, la souris 
C57BL/6, est la ressemblance entre leur cycle reproducteur et celui de la femme. Les liens 
entre les modifications structurales, au niveau de l'ovaire et de l'utérus) et hormonales 
(œstrogènes, progestérone, LH et FSH) sont très similaires à ceux retrouvés chez la femme 
(Figure 1.5). 
Similarités 
Couches utérines (myomètre, endomètre) 
Quantité de phase dans le cycle (4) 
Variation hormonale (E2, progestérone, LH, FSH) 




Nombre de jour du cycle (28 vs 5) 
Menstruation (présente vs non présente) 
Grossesse (9 mois vs 21 jours) 
Quantité d'embryons 
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Figure 1.5 Similarité et différences entre le cycle menstruel féminin et le cycle 
œstral de la souris (figure du laboratoire du Dr Asselin). 
Les similarités entre le cycle menstruel et le cycle œstral permettent de 
démontrer que la souris est un bon modèle animal dans le cas de cette 
recherche. 
1.4.1 Les phases du cycle œstral 
Pour cette recherche, la souris C57BL/6 a été utilisée. Elle présente plusieurs 
avantages dont sa taille et le court cycle reproducteur. Sa taille permet de facilité son 
hébergement et de sa manipulation lors des expériences. De plus, il existe plusieurs 
similitudes entre le cycle œstral murin et le cycle menstruel chez la femme. Les mêmes 
variations hormonales et l'ovulation sont observées dans les deux cas. Cependant, 
les souris n'ont pas de menstruations. Leur épithélium luminal et les vaisseaux sanguins 
involuent dans l'endomètre, sans être expulsé à l'extérieur de l'organisme et les cellules 
mortes et débris cellulaires sont nettoyées par les leucocytes (31). 
Le cycle œstral de la souris dure de 4 à 5 jours. Ce cycle est caractérisé par 
quatre phases : le diestrus (24 à 48 h), le proestrus (24 à 36 h), l'œstrus (20 h) et le 
metestrus (20 h) (31). Chaque phase est modulée par les hormones sexuelles (Figure 1.6) 
(33). En proestrus, il y a un pic de FSH et de LH et les niveaux d'œstrogène sont à un 
maximum. Il y a maturation des follicules et la prolifération de l'endomètre. En œstrus, 
il y al' ovulation, ce qui est démontré sur la figure 1.6. En effet, l'ovaire est plus foncé, 
causé par la rupture du follicule, permettant la libération de l'ovule. Il y a une grande 
quantité de récepteurs à la progestérone. L'utérus est épais et l'activité glandulaire est à 
son maximum. Il est prêt à accueillir un futur embryon. Dans ces deux premières phases, 
il y a présence de prolactine. Cette hormone permet la production de lait par les glandes 
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mammaires, mais elle est aussi essentielle pour le soutien du corps jaune, favorisant la 
production de progestérone et le maintien de la gestation (34) . Finalement en metestrus, 
la présence du corps jaune permet le maintien de la grossesse grâce à la sécrétion de 
progestérone. Les concentrations plasmatiques d'œstrogène diminuent. L' utérus est moins 
épais et rougeâtre (Figure 1.7). En diestrus, il y a un pic de progestérone et une 
augmentation des niveaux d'œstrogène. L'utérus est allongé, mince et rougeâtre. 












Cycle hormonal chez la souris (adaptation du livre (31)). 
Dans chaque phase du cycle œstral, il y a des variations hormonales qui 
permettent la prolifération utérine et la croissance folliculaire . 
L'accouplement chez les souris se fait majoritairement la nuit. Il y a deux manières 
de s'assurer d'une gestation. Premièrement, l'analyse du frottis vaginal révèlera des 
spermatozoïdes à la suite d'un accouplement. Deuxièmement, il y aura un bouchon 
muqueux au niveau vaginal. Ce bouchon, appelé « plug », est constitué de sperme coagulé. 
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1.4.2 Différenciation des phases par un frottis vaginal 
Chaque phase du cycle reproducteur est bien distincte chez la souris. C'est pour 
cette raison qu 'il est possible de les analyser grâce à un frottis vaginal (Figure 1.8). 
En récupérant les cellules du vagin, il est possible de savoir le moment du cycle (32). 
En proestrus, le début du cycle, il y a prédominance de cellules épithéliales nucléées et 
l'endomètre prolifère (Figure 1.8). En œstrus, il y a une grande quantité de cellules 
anucléées, larges et irrégulières. Ce sont des cellules cornifiées. Elles sont remplies de 
sécrétions à un point tel qu 'elles ont expulsé leur noyau. Ces sécrétions vont être utilisées 
lors de la future implantation et celles-ci vont se dégrader après avoir libéré leurs 
sécrétions. Cependant, s'il n'y a pas fécondation, ces cellules anucléées s'autodétruisent 
rapidement (35). En metestrus, il y a un début d'inflammation causée par la mort de ces 
cellules. Celles-ci deviennent fusiformes, car il ya une dégénérescence de leur membrane 
plasmique. En diestrus, il y a présence de leucocytes polynucléaires en grande quantité. 
En effet, c'est la fin du cycle et les leucocytes nettoient l'utérus en récupérant les cellules 





Utérus et coupes utérines de la souris (photos du laboratoire du 
Dr Asselin). 
Légende : 0 = ovaire; C come utérine L = lumière; S = stroma; 








Frottis vaginal d'une souris (photos du laboratoire du Dr Asselin). 
Plusieurs types cellulaires sont présents au niveau vaginal chez la souris. 
Ces types cellulaires varient cycle œstral, ce qui permet d'identifier les 
phases du cycle avec un frottis vaginal. 
1.5 Voie de signalisation PI3K1 Akt 
La voie de signalisation PI3K1Akt (phosphatidylinositol-3-kinase) est impliquée 
dans divers mécanismes de prolifération, de croissance cellulaire, de survie, de synthèse 
protéique, de migration, d'invasion cellulaire et de métabolisme du glucose (Figure 1.8). 
Une mutation dans cette voie peut causer de graves maladies telles que le cancer. En effet, 
des mutations peuvent venir activer la voie de signalisation en activant de manière 
constitutive les facteurs de survie cellulaire et en inhibant des facteurs proapoptotiques. 
C'est l'une des raisons pour laquelle cette voie est grandement étudiée (36). 
Plusieurs facteurs extracellulaires peuvent venir activer cette voie, tels que les hormones 
et certains facteurs de croissance (37, 38), via des récepteurs tyrosine kinases, 
récepteurs couplés à une protéine G, des récepteurs de cytokines, intégrines ou récepteurs 
de cellules B ou T (39). 
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1.5.1 Signalisation cellulaire de la voie PI3K1 Akt 
Lorsqu'un ligand se fixe à un récepteur tyrosine-kinase, cela amène sa dimérisation. 
Ensuite, il ya activation par transphosphorylation de la partie intracellulaire du récepteur. 
À la suite de son activation, cette partie sert d'ancrage à des protéines adaptatrices comme 
GAB 1 (Growth factor receptor-bound protein 2 associated binding protein 2), qui permet 
la transmission de la cascade de signalisation vers d'autres protéines comme PI3K (40). 
La protéine PI3K est une kinase lipidique qui phosphoryle PIP2 (phosphotidylinositol 2-
phosphate) (présentes dans les endomembranes) qui est ancrée à la membrane plasmique 
de la cellule. Une fois que le PIP3 (phosphatidylionistol 2-3-phosphate) (PIP2 
phosphorylé) est formé, la kinase PDK (phosphoinositide-dependent kinase) est recrutée 
à la membrane et celle-ci permet l'activation d'Akt, en le phosphorylant. MTorC2 
(mammalian target of rampamycin complex 2) phosphoryle aussi Akt. Celle-ci devient 
active (phospho-Akt), et peut alors migrer dans d'autres parties de la cellule pour activer 
ou inhiber d'autres protéines de signalisation comme Bad, mTorC1, FoxOl. La régulation 
négative de cette voie est effectuée par des phosphatases comme PTEN, 
qui déphosphoryle PIP3 en PIP2. Il existe des phosphatases qui régulent Akt directement, 
soit PP2A (thréonine 308) (proteine phosphatase 2A) et PHLPP (PH domain and leucine 
rich repeat protein phosphatase) (serine 473). 
1.5.2 Activation d' Akt 
Akt, aussi connu sous le nom de PKB (protéine kinase B) est une sérine/thréonine 
kinase qui est activée majoritairement par la voie de signalisation PI3K en réponse à des 
stimuli extracellulaires (Figure 1.9) (41). Akt est composé de trois régions différentes, 
soit le domaine d'homologie PH en N-terminal, un domaine catalytique central et un motif 
hydrophobique en C-terminal (Figure 1.10) (42). Le domaine PH a un site de liaison pour 
les PIP3 et PIP2, ce qui permet le recrutement d'Akt à la membrane, qui est essentiel à 
l'activation d'Akt. Le domaine C-terminal quant à lui permet de réguler l'activité kinase 
d'Akt, car il contient un site de liaison pour la kinase activatrice PDK 1. La relocalisation 
d'Akt du cytoplasme à la membrane plasmique permet un changement de conformation 
qui dévoile les sites catalytiques. Quand Akt est recrutée à la membrane plasmique, 
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elle est phosphorylée sur sa thréonine 308 (dans le domaine catalytique) par PDKI (43). 
Cela amène un changement de conformation de la protéine rendant ainsi disponible son 
deuxième site de phosphorylation pour mTorC2 (44). Ainsi, ce dernier peut venir 
phosphoryler la sérine 473 (motif hydrophobique). Il faut que les deux sites soient 
phosphorylés pour qu'Akt soit pleinement active. La position de la thréonine et sérine 
varie dépendamment de l' isoforme d'Akt phosphorylée. Certains auteurs suggèrent que la 
phosphorylation de la thréonine par PDKI peut être suffisante pour l' activation d'Akt 
(45). Cependant la deuxième phosphorylation (par mTorC2) semble être nécessaire pour 
stabiliser Akt et la protégerait de la dégradation (46). Après son activation, Akt est libérée 
de la membrane plasmique et peut aller activer d' autres molécules afin de réguler diverses 
fonctions cellulaires. 
La régulation négative d' Akt se fait par des phosphatases. PP2A est connue pour 
déphosphoryler la thréonine 308 et PHLPP est une enzyme de déphosphorylation pour la 
sérine 473. Cette dernière existe sous deux formes, PHLPPI et PHLPP2. Elles sont 
spécifiques à certaines isoformes d' Akt. En effet, PHLPP 1 déphosphoryle Akt2 et Akt3 
alors que PHLPP2 déphosphoryle Aktl et Akt3 (47). Une autre phosphatase permet 
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----------- Prolifération 
___ o. Arrêt cycle cellulaire 
_ _ _ o. Apoptose 
Voie de signalisation simplifiée d'Akt (figure du laboratoire du 
Dr Asselin). 
Cette voie simplifiée d'Akt identifie les molécules de signalisation qui 
seront étudiées dans cette recherche. 
1.5.3 Isoformes d'Akt 
Akt existe sous trois formes, soit Aktl, Akt2 et Akt3 (Figure 1.10). Elles sont codées 
par trois gènes distincts, localisés sur différents chromosomes ayant environ 80 % 
d'homologie d'acides aminés structurels et fonctionnels (48, 49). La spécificité des 
isoformes permettrait la grande variation de fonction de cette protéine. En effet, des études 
ont démontré que des souris KO pour l 'isoforme Aktl augmente la mortalité à la naissance 
et diminue la masse corporelle d 'environ 20 à 30% (50). Pour les souris KO Akt2, 
elles développeraient un diabète de type 2, ce qui suggère qu ' Akt2 serait impliqué dans le 
métabolisme du glucose (51) . Finalement, les souris KO Akt3 démontrent une diminution 
de la taille du cerveau, une diminution de la quantité et de la taille des cellules en est la 
cause (52, 53). La combinaison de différentes isoformes mènerait à divers résultats . 
Une étude a démontré que des souris doubles KO pour Aktl et Akt3 seraient létales au 
niveau embryonnaire, à la suite de graves problèmes de croissance et de développement 
du système cardiovasculaire et nerveux. Lors de l' absence d ' Akt L et d ' Akt2, les souris se 
développent à terme, mais elles meurent peu de temps après la naissance. En effet, 
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ces souris ont leurs muscles squelettiques atrophiés, des délais d'ossification et une 
diminution de croissance d'environ 50 %. Les effets de la délétion d'Aktl et Akt2 ou 
d'Aktl et Akt3 ont de fortes interactions. Contrairement aux souris KO Akt2-3 ont un 
développement normal malgré leur dysfonction additive (diabète et diminution de la taille 
du cerveau), malgré une grande diminution d'Akt dans les tissus. Il a été démontré qu'un 
seul allèle d' Akt 1 serait suffisant pour son activation (phosphorylation) dans le 
développement et la survie de l'embryon. Cette même étude a démontré que les KO 
n'affectaient pas la localisation des autres isoformes, ainsi chacun a sa fonction spécifique 
dépendamment de leur localisation ou de leurs cibles protéiques (54). 
L'interaction intramoléculaire dans le domaine PH est très importante pour 
maintenir Akt inactif. Une mutation d'activation dans son domaine PH a été rapportée 
dans certains cancers du sein, à une fréquence d'environ 4 à 8 % (49). La spécificité de 
signalisation des isoformes d'Akt pourrait venir du domaine PH et du domaine catalytique 
(49). Il a été démontré que les isoformes d' Akt ont des localisations cellulaires différentes. 
Aktl serait localisée au niveau du cytoplasme et serait relocalisée lors de son activation à 
la membrane plasmique. Akt2 serait colocalisée avec les mitochondries et associée aussi 
aux récepteurs GLUT (glucose transporter) alors qu'Akt3 serait localisé sur la membrane 
nucléaire. Ces différences de localisation dans la cellule des isoformes d'Akt suggèrent 
qu'Akt2 et Akt3 seraient activées d'une autre manière que les mécanismes actuellement 
proposés dans la littérature scientifique. Bien qu'il y ait une similarité dans leur séquence, 
leur alignement montre qu'il existe trois régions présentant une diversité de séquence 
(Figure 1.10). Par conséquent, ces régions peuvent être impliquées dans la régulation de 
leur localisation et de leur fonction spécifique (49, 55, 56). 
De plus, une population mTorC2 dépendante de PI3K semble exister à la surface 
des mitochondries. En effet, il se pourrait que les isoformes d'Akt puissent se regrouper 
autour de ces organelles et activer diverses populations de mTorC2, en fonction de leur 
domaine PH distincts (57). Des expériences conduites dans des cellules double KO pour 
Aktl et Akt2 ont démontré que la substitution du site PH d'Aktl par celui d'Akt2 induisait 
un ralentissement significatif de la progression dans le cycle cellulaire. Cet effet est non 
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observable lorsque le domaine PH d'Akt2 était substitué par celui d'Aktl (58). 
Cela suggère que le domaine PH d'Aktl est suffisant pour activer les voies de signalisation 
propre à Akt l. La présence du domaine PH d'Aktl sur Akt2 suffit à sauver le phénotype 
du KO Aktl. Donc, il est possible de croire que grâce à leurs domaines PH différents, 
chaque isoforme se localisera à la surface de certaines membranes plasmiques, 
endosomales ou mitochondriales. Il est connu qu'Akt se distribue dans plusieurs 
compartiments cellulaires et certaines isoformes sont plus spécifiques à certaines 
organelles. Une étude a utilisé un rapporteur fluorescent codé génétiquement pour 
l'activité d' Akt qui a permis l' imagerie en temps réel de sa phosphorylation. Cela a 
démontré que la signalisation dans le noyau était moins rapide que celle dans le cytosol, 
ce qui suggère que la signalisation d'Akt dans ces deux compartiments est régulée par des 
mécanismes différents (59). 
Akt a plusieurs fonctions redondantes, ce qui permet de compenser la fonction d'une 
pour l'autre. C' est-à-dire qu'en l'absence d' une isoforme d'Akt, une autre isoforme peut 
effectuer le même travail que celle absente. Certaines fonctions non redondantes d'Akt 
ont aussi été explorées in vitro avec des ARN (acide ribonucléique) interférents et des 
inhibiteurs spécifiques d' isoformes. Cette étude a permis de trouver un substrat spécifique 
à Akt2, soit Ankrd2 (A nkyrin Repeat domain 2). Celui-ci aurait des rôles régulateurs et 
structurels dans les voies de réponses au stress musculaire (fibres musculaires 
squelettiques et cardiaques) (60) . 
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Figure 1.10 Structure des isoforrnes d'Akt (48). 
Les trois isoformes d'Akt ont une grande similarité structurelle, au niveau 
du domaine PH, du domaine catalytique et HM. 
1.5.4 Akt dans la reproduction 
Au niveau de la reproduction, Akt est une kinase qui est activée par des facteurs de 
croissance comme l'œstrogène. L'œstrogène a un effet direct sur la voie PI3K1Akt en 
augmentant la phosphorylation d' Akt dans les cellules endométriales, affectant la 
prolifération et l'effet anti-apoptotique (61). Akt serait aussi impliqué dans la survie 
cellulaire et dans la modulation de la matrice extracellulaire de l'endomètre. Akt serait 
activée lors des menstruations, de l'implantation embryonnaire et de la décidualisation 
chez l'humain (62, 63). De plus, des études dans notre laboratoire ont été menées pour 
démontrer son importance dans la gestation et la pseudo gestation (64) ainsi que dans la 
décidualisation (65). Cependant, toutes ces recherches n'analysent pas de manière 
isoformes spécifiques. C'est-à-dire que nous savons qu ' Akt a un rôle dans la reproduction, 
sans savoir le rôle propre à chaque isoforme. 
1.6 Apoptose 
L'apoptose est un phénomène de mort cellulaire programmée (autodestruction) qui 
est presque aussi fondamentale que la prolifération cellulaire. Elle sert au maintien de 
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l'homéostasie en empêchant l'établissement d'une infection ou en éliminant les cellules 
infectées, endommagées ou mutées (66). Au niveau de la reproduction, elle survient lors 
de l'implantation embryonnaire. En effet, lors de l'invasion du blastocyste, le couche en 
périphérie du trophoblaste, le syncytiotrophoblaste, sécrète des facteurs enzymatiques 
lytiques qui lui permettent d'induire l' apoptose des cellules épithéliales de la muqueuse 
utérine. Ainsi, il peut traverser la lame basale et pénétrer dans le stroma pour entrer en 
contact avec les vaisseaux sanguins utérins (8). 
L'apoptose est caractérisée par des changements morphologiques, moléculaires 
amSi que biochimiques. Il y a la fragmentation de l'ADN, la condensation de la 
chromatine, la formation de vacuole, le bourgeonnement de la membrane plasmique et 
nucléaire ainsi que le clivage intracellulaire de multiples protéines (67). Cela permet une 
destruction organisée des cellules avec une inflammation négligeable, laissant seulement 
des débris cellulaires. Plusieurs stimuli peuvent activés la mort cellulaire, mais tous 
finissent par activer les caspases (cysteine containing aspartate specifie proteases), 
pour induite l'étape finale de l'apoptose. 
1.6.1 Caspases 
Les caspases sont des enzymes protéolytiques, c' est-à-dire que lorsqu 'elles sont 
activées, elles hydrolysent les protéines. Après leur activation, les caspases travaillent en 
coopération pour produire les altérations cellulaires apoptotiques. Chez l'humain, 
onze caspases ont été identifiées et ces protéases cystéines semblent constituer un système 
protéolytique complexe. Les caspases sont synthétisées sous forme de proenzymes 
inactives (procaspases) qui nécessitent un processus protéolytique au niveau des résidus 
aspartates internes pour avoir une activité catalytique complète. Elles sont donc activées 
par le clivage des liens peptidiques, en deux sous-unités; une grande et une petite, 
qm dimérisent pour former un hétérotétramère actif. C'est pour cette raison qu'une 
caspase activée est appelée « cleaved caspase (cl-casp) ». Les caspases reconnaissent une 
séquence particulière sur certaines protéines et hydrolysent la liaison peptidique côté 
carboxyle d'un résidu aspartate. Dans la cascade d'activation, certaines caspases 
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s'autoactivent ou en clivent d'autres de façon à les activer (Figure 1.11) (68). Les caspases 
exécutrices pennettent la mort cellulaire en activant des caspases initiatrices. 
Figure 1.11 Cascade d'activation des caspases (Figure du laboratoire du Dr Asselin). 
La cascades d'activation de plusieurs caspases à la suite de l'activation de 
l 'apoptosome par le cytochrome C. 
1.6.2 Voie de signalisation des caspases 
Il existe deux types de voie de signalisation par lesquelles les caspases vont être 
activées pour faire l'apoptose, soit la voie extrinsèque et intrinsèque (Figure 1.12). 
La voie extrinsèque implique les récepteurs de la mort cellulaire et leurs ligands. 
Les principaux récepteurs sont Fas-R (TNF superfamily receptor 6 - receptor) ainsi que 
son ligand (Fas-L) et TNFRI et TNFR2 (tumor necrosisfactor a receptor 1-2) avec leur 
ligand TNF-a (tumor necrosis factor a). Ces récepteurs contiennent un domaine 
intracytoplasmique (domaine de la mort cellulaire) qui peut, à la suite de la liaison d'un 
ligand, recruter des protéines adaptatrices pour pennettre l'activation de la procaspase 8. 
La vOIe intrinsèque comprend la liaison du cytochrome C (libéré dans le 
cytoplasme) à Apaf-l (apoptotic peptidase activating factor 1) pennettant son activation 
(69). Ces deux molécules se lient ensuite à la caspase 9 (caspase initiatrice) pour fonner 
l'apoptosome. Finalement, l'apoptosome va induire l'activation des autres caspases, 
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les exécutrices (68). La famille des protéines BCL-2 (B-cell lymphoma 2) contrôle 
l'activation de cette voie. Elle régule aussi les récepteurs de la mort cellulaire dans la voie 
extrinsèque (68). La formation de complexe permet de contrôler la balance entre la mort 
cellulaire et la prolifération (70). La voie intrinsèque est sensible au stress toxique et 
dépend des fonctions de la mitochondrie alors que la voie extrinsèque implique des 
récepteurs transmembranaires qui répondent à des signaux provenant de l'extérieur de la 
cellule. La protéine Bid (BH3 interacting-domain death agonist) est le seul lien entre 
les deux voies une fois activées. Dans les deux cas, l'exécutif définitif semble être la 
caspase 3 (71). 
VOIE EXTRINSEQUE 
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Figure 1.12 Voie intrinsèque et extrinsèque de l'apoptose dans une cellule (72). 
Il Y a deux manières pour l'activation de l' apoptose, soit au niveau 
intrinsèque (stimulé par un agent stressant) et extrinsèque (stimulé par des 
ligands extérieurs). 
1.6.3 Famille BCL-2 
La famille de protéines Bc1-2 a deux principales fonctions, soit anti- apoptotique 
(exemple Bcl-2, Bcl-xL (BCL-2 like 1» ou proapoptotique (exemple Bax (BCL-2 
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associated X), Bad (BCL-2 associated agonist of cell death)) (68). Ces dernières sont 
subdivisées en celles ayant un seul domaine BH3 et celles qui en ont plusieurs. 
Les protéines qui ont seulement un domaine (exemple Bad) sont des capteurs pour les 
signaux de mort et sont capables d'activer les protéines à plusieurs domaines. 
Elles permettent de transmettre le signal jusqu'aux mitochondries (73). 
Les protéines qui font partie de la famille BcI-2 sont capables de dimériser avec 
elles-mêmes et d'autres membres. Ces interactions servent de mécanisme de régulation, 
permettant une balance entre les facteurs pro- et anti- apoptotiques (73). 
BcI-2 empêche le relâchement du cytochrome C par la mitochondrie, inhibant ainsi 
l'apoptose. Cette protéine est inhibée par la protéine Bad. L'activité de la protéine 
proapoptotique Bad dépend de sa phosphorylation. S'il y a présence de facteurs de 
croissance, Bad peut être phosphorylée. Quand celle-ci est phosphorylée, elle est liée à la 
protéine cytosolique 14-3-3 qui la séquestre. Il ya deux sites de phosphorylation de Bad, 
soit la serine 136 et la sérine 112. Ces sites sont phosphorylés par Akt et une cascade de 
signalisation de protéine kinase via ERK respectivement (74). Sa dissociation avec la 
protéine de séquestration (14-3-3) et sa déphosphorylation permettent sa translocalisation 
à la mitochondrie et contribuent à l'activation de la mort cellulaire via la libération 
cytochrome C (68, 75). 
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Figure 1.13 Voie de signalisation simplifiée de l'apoptose (figure du laboratoire du 
Dr Asselin). 
1.6.4 PARP 
Akt permet l'inhibition de l'apoptose en phosphorylant Bad, ce qui inhibe 
l'activation de BCL-2 et donc de la cascade des caspases et PARP. 
La famille des protéines PARP (poly-ADP-ribose polymerases), constituée de 
PARP 1 à 18, qui sont des enzymes nucléaires qui sont impliqués majoritairement dans la 
réparation de l'ADN. Ces lésions de l'ADN peuvent être causées par des processus 
endogènes ou exogènes (Figure 1.13) (76). Sa fonction est de lier l'ADN simple brin ou 
les coupures d'ADN double brin et de les amener au système enzymatique chargé de 
réparer l'ADN. P ARP a une fonction dans la régulation de transcription et dans la stabilité 
du génome (77). PARP est activée en réponse immédiate de l'apparition d'ADN simple 
brin (78). Quand l'ADN est trop endommagé, la cellule induit son apoptose en activant 
des protéases telles que les caspases. Ces dernières viennent cliver PARP et d'autres 
substrats apoptotiques (75, 76, 79). PARP est activée par clivage par les caspases telles 
que la caspase 3 durant l'apoptose. PARP serait aussi impliquée dans l' implantation 
embryonnaire et dans la décidualisation, sous le contrôle de l'œstrogène. En effet, PARP 
et sa forme activée (cl-PARP) subissent une augmentation de leur expression lors de 
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l'implantation (80). PARP serait impliqué dans la différenciation cellulaire, 
la prolifération et le remodelage de tissus (81). 
1.6.5 FoxOl 
La famille des protéines FOXO (forkhead box protein) est constituée de plusieurs 
protéines (Foxol, 3a, 4 et 6) agissant comme facteurs de transcription. Elles ont un grand 
degré de similarité structurel et fonctionnel. Ces protéines sont capables de réguler la 
modélisation de la chromatine et de permettre l'expression de ses gènes cibles. FoxOI est 
un facteur de transcription régulant des gènes impliqués dans la différenciation cellulaire, 
le cycle cellulaire, la réparation de l'ADN, la résistance au stress oxydatif et à l'apoptose 
(82, 83)(Figure 1.14). 
L'implication de la protéine FoxO dans l'apoptose a été établie lors de la découverte 
de sa phosphorylation par Akt pour ainsi activer le promoteur de FasL (84). FoxO régule 
des gènes proapoptotiques tels que TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) et la 
famille BH3 (Bad) (39). Akt phosphoryle Bad au niveau de trois sites, soit la thréonine 24, 
la sérine 256 et 319. La régulation du fonctionnement de FoxO implique un réseau 
complexe de modifications post-traductionnelles et des interactions protéine-protéines qui 
fournissent une réponse cellulaire (85). Akt est l'une des protéines de régulation de FoxO. 
Lorsque FoxO 1 est phosphorylé par Akt, celui-ci devient séquestré dans le cytoplasme 
par la protéine de séquestration 14-3-3, inhibant son retour au noyau comme facteur de 
transcription. De plus, cette phosphorylation vient changer sa conformation du site de 
liaison à l'ADN (86). Cette inhibition permet la survie, la croissance et la prolifération 
cellulaire (39). Les protéines FoxO nécessitent une localisation nucléaire pour accomplir 
leur fonction de facteurs de transcription. 
FOXOI serait un régulateur important pour la réceptivité utérine in vivo. En effet, 
une expérience sur des souris femelles mutées PGR -Cre/FoxOI (FoxOI KO mice) 
accouplée avec des mâles WT, mène à la létalité embryonnaire, due à l'altération de 
la polarité des cellules épithéliales lors de l'invasion embryonnaire (87, 88). En d'autres 
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termes, le blastocyste ne s'attache pas complètement à l'épithélium endométriale, menant 
à l'infertilité de la femelle. L ' ablation de Foxol amène une augmentation de la voie de 
signalisation de la progestérone, cela serait causé par la rétention de l'expression de PGR 
dans l' épithélium utérin lors de la fenêtre d'implantation. L'activation constitutive de PGR 
pendant cette période inhiberait l'expression de FoxOl dans le noyau des cellules 
épithéliales utérines (88). En effet, la progestérone exerce son effet inhibiteur de la 
prolifération via FoxO 1 ainsi que plusieurs protéines régissant la prolifération et le cycle 
cellulaire. FoxOl semble nécessaire pour l'initiation de l' apoptose à la suite de la 
diminution de l'influence de la progestérone. Cette diminution serait importante pour la 
détérioration de la couche fonctionnelle de l'endomètre (menstruation) (89). FoxO serait 
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Figure 1.14 Voie de signalisation de FoxOl (figure du laboratoire du Dr Asselin). 
La protéine Akt inhibe FoxOl en le phosphorylant. Avec ce changement 
de conformation, FoxO 1 ne peut se lier à l'ADN et agir comme facteur de 
transcription. 
29 
1. 7 Prolifération cellulaire 
La prolifération cellulaire permet aux cellules de se multiplier rapidement et en 
grande quantité. Ce phénomène est important lors du développement embryonnaire, 
de son implantation et du cycle reproducteur. Lors du cycle utérin, les modifications 
hormonales permettent soit la prolifération cellulaire ou l'apoptose. La prolifération 
cellulaire est activée par plusieurs voies de signalisation, dont celle de PI3K1 Akt (48). 
1.7.1 C-jun 
Cette protéine est un proto-oncogène nucléaire qui peut être activé par plusieurs 
stimuli tels que l'œstrogène, des cytokines et du stress cellulaire (91-93). Il y a trois types 
de jun dans cette famille de proto-oncogène JNK (fun N-terminal kinase); c-jun, jun-B et 
jun-D. Ils forment des homodimères ou des hétérodimères entre eux ou avec la famille fos 
(pour former AP-1 (activator protein 1) (94). C-jun phosphorylé, c'est-à-dire activé, peut 
interagir avec c-Fos pour former un complexe activateur (AP-1) qui peut se lier au 
promoteur ou à l'activateur de nombreux gènes (95) (Figure 1.15). L'œstrogène peut venir 
activer jun en interagissant directement avec AP-1, permettant un contrôle transcriptionnel 
des cibles géniques de jun et fos. L'œstrogène permet la régulation transcriptionnelle de 
protéines nécessaire à la croissance, la différenciation cellulaire ainsi que l' apoptose. 
C-jun joue un rôle pour la progression dans le cycle cellulaire lors du cycle reproducteur 
(96, 97). 
Dans l'utérus, c-Jun est régulé par l'œstrogène. En effet, l'œstrogène permet 
l'expression de c-jun au niveau des cellules épithéliales utérines, suggérant que c-jun est 
directement impliqué dans la phase proliférative (98), plus particulièrement pour la 
croissance des glandes endométriales (99). Lors de la gestation, les niveaux d'œstrogène 




® __ ----~:..--------. Survie cellulaire 
___ 1 Apoptose 1 
\ 1 Croissance 1 
~ 1 Différenciation 
1 Gènes ~bles 
30 
Figure 1.15 Voie de signalisation JNK (figure du laboratoire du Dr Asselin). 
1.7.2 MTor 
Akt vient inhiber ASK1, inhibant ainsi l'activation de la voie JNK. 
Cela empêche la formation d' AP -1 et ainsi favorisé la transcription de 
gènes pour la survie cellulaire et l'apoptose. 
Les protéines mTor sont des kinases sérine/thréonine qui appartiennent à la famille 
des PI3K (101). Elles permettent la régulation de la synthèse de protéines. Celles-ci 
reçoivent des signaux qui répondent à des facteurs de croissance pour coordonner la 
croissance, la prolifération et 1 ' homéostasie (102) . Elles perçoivent diverses informations 
provenant de l'environnement comme la concentration de nutriments et d'énergie (103). 
Il en existe deux types, mTor complexe 1 et mTor complexe 2. MTorCl est phosphorylé 
par Akt lorsque celle-ci est activé par des facteurs de croissance, tandis que mTorC2 
phosphoryle Akt (101). MTorC2 est nécessaire pour plusieurs kinases, dont Akt, pour que 
celles-ci soient pleinement actives (104). Elles ont des fonctions similaires, dont le 
métabolisme et les facteurs de croissance cellulaire (Figure 1.16). 
Cependant, elles diffèrent au niveau de leur spécificité au niveau de leurs substrats, 
de leurs fonctions et de leur sensibilité aux drogues (49, 104). En effet, mTorC 1 a un rôle 
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dans la synthèse protéique, en activant S6K1 (ribosomal protein S6 kinase 1). En plus de 
cette activité, il permet la biogenèse des lysosomes, des mitochondries, ainsi que le 
métabolisme des lipides (10l). La présence suffisante d'acides aminés est nécessaire à 
l'activation complète mTorC1, assurant ainsi la synthèse protéique (105). Alors que 
mTorC2 a des rôles dans la survie cellulaire (facteur de croissance) et de l'organisation 
du cytosquelette (Figure l.16) (103, 106). 
Au niveau de la reproduction, cette voie de signalisation est nécessaire pour la 
croissance des cellules de l'endomètre induite par l'œstrogène (Figure 1.17). En effet, 
un dysfonctionnement de mTor conduit à l' infertilité féminine causée par des problèmes 
de fonctions ovariennes et endométriales (107, 108). La signalisation mTorC2 est 
essentielle à la survie folliculaire et au développement de l'endomètre (109) (Figure l.16). 
1 CeU survival ~ 
Figure 1.16 Fonctions de mTOR (103). 
Il existe des similitudes entre mTorC 1 et mTorC2, telles que le 
métabolisme et les facteurs de croissance. Cependant, chaque mTor a aussi 
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Figure 1.17 Voie de signalisation de mTOR (figure du laboratoire du Dr Asselin). 
1.7.3 PC NA 
Akt permet l'activation de mTorC 1 en activant TSC 1/2. Cette activation 
permet finalement la survie cellulaire et la synthèse de protéine ainsi que 
la croissance cellulaire. 
PCNA (proliferating cell nuc/ear antigen) est une protéine eucaryote qui est au 
centre de la réplication. Elle est vitale, comme cofacteur pour les ADN polymérases lors 
de la réplication dans tous les organismes eucaryotes. En effet, elle active directement les 
activités enzymatiques au niveau de l'ADN et de la chromatine. Elle permet aussi la 
réparation de l'ADN lors de recombinaisons homologues ou d'excisions, par exemple 
(110). Sa présence signifie que la réplication de l'ADN est en court. Alors elle est 
fréquemment utilisée pour analyser la prolifération dans un tissu grâce à un anticorps 
monoclonal spécifique. 
1.8 Modèle animal 
Le modèle animal utilisé est celui de la souris. En effet, comme décrit plus haut dans 
le texte, cet animal présente de nombreux avantages dont sa taille, facilitant ainsi sa 
manipulation, et son court cycle œstral. Les souris C57BL/6 ont été mutées génétiquement 
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pour suppnmer les gènes d'Akt (1-2-3) en utilisant le système PGR-Cre-LoxP. 
Cela permet la délétion des gènes aux endroits où le récepteur à la progestérone est 
exprimé. Ces souris sans isoformes d'Akt au niveau des organes sexuels ont été fournies 
par le Dr Franco DeMayo (Baylor College of Medicine). Les souris KO/Akt3 ont été 
obtenus par le Dr M. Birnbaum de l'Université de Pennsylvanie. Toutes les combinaisons 
de délétions des trois gènes d'Akt (1-2-3) ont été faites par le laboratoire d 'Eric Asselin 
(AKTI floxlflo\ AKT2floxlflo\ AKT3-KO; AKTI fl oxlflox + AKT2floxiflox; AKTI floxlfl ox + 
AKT3-KO; AKT2floxiflox + AKT3-KO; AKTI fl oxlflox + AKT2 floxi flox + AKT3-KO). 
Ainsi, au cours des années, les souris sont devenues KO constitutifs homozygotes pour 
les deux allèles d 'Akt (Figure 1.18). 
loxP Akt 1 et/ou 2 
Et/ou 
KO Alet 3 
Figure 1.18 Nos souris transgéniques Cre-LoxP ou KO (figure du laboratoire du 
Dr Asselin). 
La Cre recombinase est activé lorsque qu ' il ya l'expression du récepteur à 
la progestérone. Ainsi, cette recombinase vient couper le gène (Aktl ou 
Akt2) situé entre les deux sites LoxP. Au niveau de l'Akt3, l'ablation du 
gène est complète en utilisant un knock-out avec un vecteur pour le gène 
d'Akt3. 
II était important que les souris aient une délétion seulement au niveau des organes 
sexuels, car un manque d'une des isoformes peut mener à divers problèmes de santé 
comme le diabète de type II (111). Les souris ont été modifiées hors de notre laboratoire, 
mais il est primordial de comprendre les systèmes knock-out et Cre-LoxP. 
34 
Pour les souris knock-out Akt3, il a fallu créer un vecteur pour le gène cible, 
en utilisant un marqueur de sélection. Ce dernier permet de cibler les cellules contenant le 
vecteur. Il faut utiliser aussi un marqueur de sélection négatif, ce qui permet d' assurer que 
le vecteur s'est inséré au bon endroit et dans le bon sens dans l'ADN. Les vecteurs sont 
insérés dans des cellules souches embryonnaires (ES cells). Lors de l'insertion, il doit 
avoir une recombinaison homologue, mais cela ne se produit pas dans toutes les cellules. 
Le marqueur de sélection permet de sélectionner les cellules ayant le vecteur. Par la suite, 
ces cellules sont injectées dans l'embryon d'une souris. Après la naissance, il faut faire 
des croisements avec d'autres souris ayant subi ce processus afin d'arriver à une souris 
homozygote KO pour le gène cible. Ce knock-out n'est pas tissus spécifiques, 
contrairement au processus Cre-LoxP. 
Pour le système Cre-LoxP, le processus de croisement est le même, il faut utiliser 
une souris exprimant le gène Cre dans ses cellules et une autre souris ayant le gène cible 
entre deux sites LoxP (Figure l.19). Le processus de recombinaison s'effectue lors de 
l'accouplement. Cre est une recombinase venant du bactériophage Pl. Elle crée une 
recombinaison dans la séquence d'ADN, en reconnaissant les deux sites LoxP et 
catalysent la recombinaison entre ces deux sites. LoxP est un locus de « X-cross over » 
qui vient lui aussi du bactériophage PI. Il est constitué de 34 paires de bases dont la partie 
centrale (reconnue par Cre) est faite de 8 paires de bases non palindromiques. 
La recombinaison faite par Cre-LoxP excise la séquence d'ADN située entre les deux sites 
LoxP. Ce principe permet la délétion de cet ADN cible (J 12). 
SPECIAL 
CEU TYPE 
Figure 1.19 Système Cre-LoxP (112). 
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Le croisement entre deux souris, l'une contenant la recombinase Cre sous 
le promoteur d ' un gène spécifique (ici PGR) et l'autre contenant le gène 
cible (ici Aktl ou Akt2) entre deux sites LoxP. À la suite de ce croisement, 
la souris résultante aura une délétion du gène cible dans les cellules 
exprimant le récepteur à la progestérone, car la recombinase Cre serait 
activée. Alors que dans les autres cellules, la Cre recombinase ne sera pas 
activée. 
La vérification du modèle a été effectuée par immunobuvardage de type Western 
Blot et par immunofluorescence (IF). Cela a permis d'analyser les trois isoformes dans 
les KO. Les Western Blot démontrent une diminution notable d'Aktl et d'Akt2 (Fig. 1-
Chapitre II). Cette diminution n'est pas totale comme pour l'isoforme Akt3, car le système 
Cre-LoxP n 'est activé que dans les cellules exprimant le PGR. Or, ce n'est pas toutes les 
cellules utérines qui expriment ce récepteur. Cela est démontré à la figure 3.1B, où il a 
présence de cellules au niveau de l'épithélium luminal et au niveau du stroma qui 
n'expriment pas le récepteur à la progestérone. En effet, dans l'utérus, il y a présence de 
cellules immunitaires telles que les « natural killer », de macrophages ainsi que de cellules 
vasculaires. Ces types cellulaires n'ont pas de PGR, ce qui amène une limitante à notre 
modèle. 
Nous savons que le récepteur à la progestérone est exprimé dans plusieurs tissus, 
tels que le cœur, les muscles et les tissus adipeux entre autres (113). Par contre, 
l'expression de ce récepteur n'est pas présente en aussi grande quantité que dans les tissus 
sexuels (114). Ainsi , ce système est très efficace même avec une faible expression d' Akt 
dans les KO. 
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1.9 Hypothèse/Objectif 
Lors de la préparation de l'utérus à l'implantation embryonnaire, il y a concurrence 
entre les facteurs d'apoptose et de prolifération cellulaire orchestrée par la voie PI3K1 Akt. 
Cette voie permet d'activer une multitude de molécules importantes pour le processus 
reproductif murin (64, 115). Cependant, le rôle spécifique de chaque isoforme d ' Akt lors 
du processus ovarien est peu connu. Le but est d ' identifier la fonction spécifique de chaque 
isoforme d' Akt dans l' utérus aux différents stades du cycle ovarien chez la souris 
C57BL/6 transgénique. L'hypothèse est qu'un problème de régulation de ces isoformes 
(Aktl, Akt2, Akt3) pourrait être la cause d'infertilité ou autres pathologies utérines. 
Les objectifs de cette étude ont été comparés les souris KO Aktl, Akt2, Akt3, 
Aktl-2, Aktl-3, Akt2-3 et Aktl-2-3, avec les souris WT, la fertilité, la morphologie 
cellulaire de l'endomètre et des glandes endométriales chez les souris C57BL/6 
transgéniques PGR-cre/Akt pour l'ensemble des combinaisons KO. Par la suite, une 
caractérisation de différentes protéines en aval de la voie PI3K1 Akt a été faite, pour 
analyser une compensation possible entre les isoformes d 'Akt. 
Pour effectuer cette recherche, il a fallu utiliser des souris transgéniques C57BL/6 
PGR-cre pour les différentes isoformes d'Akt (KO AktllAkt2/Akt3/Aktl-2/Aktl-3/Akt2-
3/Aktl-2-3) (112). D'abord, l'analyse de la fertilité via la quantité de souriceaux par 
portée des souris transgéniques a été analysée pour confirmer l' importance de cette 
recherche. Ensuite, les utérus ont été récoltés à différents moments du cycle œstral 
(proestrus-œstrus-metestrus-diestrus). Des immunobuvardages de type Western B lot à 
partir de raclage utérin de souris WT ont été analysés pour voir la modification 
d 'expression des isoformes d ' Akt au cours du cycle reproducteur. Ensuite, des coupes 
utérines ont été analysées avec une coloration hématoxyline et éosine (H&E) 
(Figure 1.20). Ainsi , l'épaisseur du stroma, la quantité et la taille des glandes 
endométriales ont pu être mesurées avec l'aide d 'Image 1. Pour bien identifier les glandes 
endométriales dans nos coupes utérines, des immunohistochimies avec l'anticorps FoxA2 
spécifiques aux glandes ont été effectuées. Cette protéine est essentielle pour la 
différenciation et le développement des glandes. Elle est exprimée spécifiquement au 
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niveau des glandes endométriales dans l'utérus néonatal et celui de l'adulte chez les souris 
(116). Finalement, certaines protéines en aval d'Akt, liées à l'apoptose et la prolifération 
cellulaire ont été analysées par immunohistochimie telle que c-jun, mtor, PCNA, Foxoi, 
entre autres. 
A) .... B) ~C) 
Figure 1.20 Analyse des coupes utérines murines (photos du laboratoire du 
Dr Asselin). 
A) Analyse de l'épaisseur (la surface) du stroma (zone hachurée rouge). 
B) Analyse de la quantité de glandes endométriales (flèches rouges). 
C) Analyses de la taille des glandes endométriales (ronds rouges). A-B-C 
sont des coupes utérines colorées avec de l 'hématoxyline et éosine. 
D) Validation de la présence des glandes utérines (couleur brunâtre) avec 
l'anticorps FoxA2 en immunohistochimie (IHC) avec une coloration 
d ' hématoxyline. 
Les résultats suggèrent que les isoformes d'Akt ont un rôle très important pour la 
fertilité, en affectant la quantité de souriceaux. Selon les Western Blot effectués, Akt total 
varie très peu dans le cycle ovarien de la souris. Cependant, de manière isoforme 
spécifique, les résultats démontrent une variation de l'expression de celles-ci entre les 
différentes phases. Lors de l'analyse histologique des utérus grâce à la coloration H&E, 
les isoformes d'Akt n'ont pas de rôle dans l'épaisseur du stroma utérin. En revanche, elles 
affectent la quantité ainsi que la taille des glandes endométriales diminuant ainsi les 
chances de nidification de l'embryon. Finalement, les analyses d'immunohistochimies 
ont permis de démontrer une variation de l'activation des protéines en aval d 'Akt entre les 
différents génotypes et les phases du cycle. Cela démontre qu'il ya une redondance de 
fonction entre les isoformes, mais aussi que chacune a des fonctions spécifiques. 
CHAPITRE II 
ARTICLE SCIENTIFIQUE 
Le contenu de ce chapitre a fait l'objet d'une préparation à une soumission pour 
un journal anglophone. 
2.1 Contribution des auteurs 
La conception des expériences: Laurence Tardif, Pascal Adam, Sophie Parent et 
Eric Asselin. Les expériences ont été effectuées par Laurence Tardif, Dadou Lokengo. 
Les analyses de données ont été faites par Laurence Tardif. Les réactifs/matériaux/outils 
d'analyse ont été fournis par Eric Asselin et Monique Cadrin. Les personnes qui ont 
participé à l'écriture de l'article sont Laurence Tardif, Pascal Adam et Eric Asselin. 
Tous les auteurs ont lu et approuvé le manuscrit final. 
2.2 Résumé de l'article 
Les protéines de signalisation et de réponses cellulaires sont très importantes dans 
l'organisme. Elles le sont toutes aussi lors de l'implantation embryonnaire. En effet, 
les tissus maternels et le blastocyte doivent travailler ensemble pour réussir la gestation. 
Cette étape est caractérisée par la balance entre les facteurs d'apoptose et de survie 
cellulaire. La voie PI3K1Akt est reconnue pour jouer un rôle pour l'activation et 
l'inhibition de ces facteurs. L'objectif de cette recherche est de déterminer les rôles des 
isoformes d'Akt (Aktl-2-3) dans les processus reproductifs chez la souris. Les souris ont 
été euthanasiées entre 70 et 100 jours. Les utérus ont été récoltés et coupés en tranches de 
6 microns. L'analyse de coupes utérines par hématoxyline et éosine ont permis de 
démontrer que les isoformes d 'Akt n'ont pas d ' effet sur la taille du stroma. Le KO Aktl-2 
nous indique que ces deux isoformes ont un rôle dans la quantité de glandes endométriales 
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dans les quatre phases, mais aussi sur leur taille en proestrus seulement. Les Akt2-3 
affectent leur taille en œstrus. Les analyses par immunohistochimie ont permis de vérifier 
l'activation ou non des protéines en aval d'Akt. Ainsi, la compensation entre les trois 
isoformes a pu être démontrée. En effet, les trois isoformes ont un rôle dans 
l'augmentation de la survie cellulaire au niveau de l' épithélium luminal en œstrus, lorsque 
nous analysons les protéines c-jun et PCNA. Ces analyses ont aussi démontré l'effet 
similaire entre deux isoformes (Akt1 et Akt2) qui ont pour effet d'augmenter la 
prolifération de l'épithélium glandulaire en œstrus, en analysant PGR, PCNA et pBad. 
Finalement, il a été démontré que chacune des isoformes a une fonction spécifique telle 
qu ' AktI qui joue un rôle en metestrus en diminuant la prolifération de l'épithélium 
glandulaire, selon les analyses de mTor et FoxO 1. 
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Abstract 
Apoptosis and cell survival regulation in the receptive uterus during implantation is 
important for successful recognition of pregnancy. PI3KJAkt signaling has a key role 
during gestation. Protein kinase Akt isoforms (1,2 or 3) are regulated differently in the 
endometrium during the estrous cycle and embryo implantation. However, the specifie 
roles ofthese isoforms in the endometrium are still unknown. We have previously shown 
that Akt isoform expression during the rat estrous cycle and gestation are differently 
regulated. The aim of the present study was to establish the specifie role of Akt isoforms 
in the mouse uterus using the PGR-Cre-LoxP system. The hypothesis is that a 
dysregulation of Akt isoforms expression could cause infertility and/or fertility-related 
issues. PR-Cre and specifie LoxP Akt isoforms, C57BL/6 mice were mated to knocked 
out aIl three isoforms in the endometrium. AIl KO combinations (single, double and triple 
Akt KO) were performed. The results demonstrate that in absence of one or more Akt 
isoforms, female fertility is decreased. Akt isoform KO did not influence the size of stroma 
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but influenced the number of endometrial glands. In Aktl-2 KO mice, the number of 
endometrial glands was decreased significantly at estrus. In Akt2-3 KO mice, the number 
of glands was significantly increased at proestrus. The size of endometrial glands was 
reduced at proestrus in KO AktI-2 mice. Finally, we analyzed downstream targets in the 
PI3K-Akt pathway, such as c-jun, mTor, FoxOI . The results demonstrated the redundancy 
of Akt isoforms in the regulation of proliferation and apoptosis during estrous cycle but 
also showed isoform specificity of action in the uterus. 
Introduction 
Over the last few years, problems offertility and premature birth have been increasing all 
over the world. Female infertility has been shown to be the cause in 40% of cases and 
10% are from unknown origin (2). In fact, couples wait longer before they start a family, 
reducing the chances to procreate (4). Several factors are involved for the successful 
pregnancy, whether psychological, biological or social levels (10, 11). Biologically, 
a prefect communication between the embryo and the maternai endometrium is crucial for 
a successful establishment of gestation (14, 11 7, 118). Embryo and maternai tissues must 
work together, otherwise, establishment of gestation will fail. Signaling proteins, such as 
protein kinase Akt, are fundamental actors to establish a perfect communication between 
the embryo and the mother. 
Cell signaling in the endometrium is closely linked to metabolism, cell growth, 
cell survival and apoptosis (39). In fact, during preparation of the uterus for embryo 
implantation, there is an opposition between apoptosis and proliferation factors 
orchestrated by the PI3K1Akt pathway (64). Akt is a cytosolic serine/threonine kinase 
protein that exists in three isoforms, Aktl, Akt2 and Akt3. They are produced by three 
specific genes and have 80% structural homology. Akt is activated by phosphorylation 
(at threonine 308 and serine 473) which allows activation of a multitude of anti- and pro-
apoptotic molecules (3 7, 39). Previous studies demonstrated the central role of Akt in 
mouse. Aktl is required for a normal growth (50), Akt2 KO cause diabetes type II by 
affecting the glucose metabolism (51) and Akt3 KO mice exhibited reduced brain size due 
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to reduced cell size and number (52). We also know that Akt inhibitors are to treat cancer, 
because Akt is over activated in this pathology (119, 120). ft is evident that Akt isoforms 
exhibit functional redundancy, as weil as non-redundant physiological activities. 
Mice with combined deficiencies ofboth Aktl and Akt2 displayed majorly impaired skin, 
bone and muscle development and died shortly after birth (121). Both Aktl and Akt3 KO 
mice died at embryonic stage due to defects in growth as weil as flawed cardiovascular 
and nervous system development (122). Finally, Akt2 and Akt3 deficient mice exhibited 
impaired glucose metabolism, reduced body mass as weil as reduced testis and brain 
weight. Those mice were viable (54). This kinase is central to many human physiological 
roles in many signaling pathway, gain of function in cellular survival of Akt is linked to 
multiple human diseases such as cancer (123) and endometriosis (48). In reproduction, 
our laboratory has performed studies during gestation and pseudo-gestation in rats 
(64, 115) and demonstrate the importance of the Akt pathway in these reproductive 
processes. We demonstrate that Akt3 was the only phosphorylated isoform at the time of 
implantation, further the idea that specific isoform exerts tight control in specific 
mechanisms (64). However, the specific role of each Akt isoform during the estrus cycle 
and pregnancy are not know to date. We hypothesized that a dysregulation of one or more 
Akt isoforms could affect mice fertility. Thus, a better understanding of their specific 
roles, is essential to determine their involvement in female infertility. 
The aim ofthis study was to identify the specific function of each Akt isoform in the uterus 
at different stages of the estrous cycle in mice. Our approach was to compare, to WT mice, 
cellular morphology of the endometrium and endometrial glands in the PR-cre/Akt 
transgenic C57BL/6 mice of ail the Akt KO isoforms combinations (Aktl KO/Akt2 
KO/Akt3 KO/Aktl-2 KO/AktI-3 KO/Akt2-3 KO/Aktl-2-3 KO). 
The results suggest that Akt isoforms have a very important and different role in fertility 
and in the regulation of endometrial glands development. Akt isoforms KO influenced the 
average mouse litter number during gestation as weil as the number of endometrial glands 
indicating that the y are involved in this process. Thus, they might influence the uterus 
receptivity and embryo nesting, by altering the matemal-embryo communication. 
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Western Blot and ruc analysis of downstream Akt targets demonstrated the compensation 
between isoforms but also their specificity at different days of the estrous cycle. 
Material and Methods 
Animais and tissues 
PGR-cre/+ were obtained from Dr Franco De Mayo (Baylor College of Medicine) (112). 
For this study, the laboratory used floxed Aktl and Akt2 and total Akt3 KO. Mice were 
obtained from Dr M. Birnbaum (University of Pennsylvania). Animais were maintained 
on standard chow and water ad libitum with a constant 14 h light: 10 dark cycle in animal 
facilities. Ali procedures were performed in accordance with the Good Health and Animal 
Care Committee of the Université du Québec à Trois-Rivières. Ali combination of Akt 
deletion in vivo were carried out (Aktl floxlfl ox. Akt2floxlflox . Akt3-KO· Aktl floxlflox + , , , 
Akt2floxlflox . Aktl floxlflox + Akt3-KO· Akt2floxl flox + Akt3-KO· Aktl floxlflox + Akt2floxl fl ox + , , , 
Akt3 -KO). 
The mice were killed at 70 to 100 da ys with high concentrate liquid isoflurane (Santa Cruz 
Animal Health). The mouse ovarian cycle last 4 to 5 days and has four phases (proestrus, 
estrus, metestrus and diestrus). Phase ' s confirmation was determined by vaginal smears 
colored with methylene blue (32, 124). Uteri were dissected and fixed in 4% PF A 
(paraformaldehyde) in PBS for 16 to 18 h. Uteri were transferred to dehydration bath 
(ethanol 70% - 95% - 100% and NeoClear®) for 20 min each. Finally, uteri were put in 
three paraffine bath. 
For fertility analysis, we use minimum seven litter offemale transgenic mouse. Those data 
were taking for two years. We observe a plug in ail genotype, except Aktl-2-3 KO because 
this genotype always stays in metestrus. 
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Histological analyses 
Sections of paraffines-embedded tissues (section thickness 6 !lm, AO Spencer No. 820 
Rotary Microtome) were stained with hematoxylin and eosin. To determine the stroma's 
size, number of endometrial glands and their size, the cross-sections were counted in 
different sections of the uterus of the same mi ce (n=5). Images of uterine cross-sections 
were taken using an Olympus IX70 microscope and Samsung Galaxy Grand Prime 
SM-G530W camera. 
These images were used to determine stroma area with Image J software. First, 
to determinate the percentage occupied by the stroma (S), the total coarse section (SL) 
(without myometrium) and its lumina (L) were measured according to this formula. 
She cornes form the logic of using stroma section subtracted to lumina divide by total 
coarse section, to calculate the percentage occupied by the stroma. 
Secondly, the quantity of endometrial glands for each section was calculated. Four slides 
for each animal with four sections per slides were used for the glands number 
(16 sections/mouse). Thirdly, for endometrial glands size, forty-five sections were used to 
estimate the percentage occupied by endometrial glands. This percentage was calculated 
with the size's average (G), glands' number average (N) and the stroma's size (S).1t cornes 
from the logic ofusing the size average multiply by glands' number divide by the stroma' s 
size, put in percentages, to calculate the total percentage occupied by endometrial glands. 
ICG * N)/S 1 * 100 (2). 
Immunohistochemistry 
The following primary antibodies were used for immunohistochemistry: c-jun (9165; 
1/300; Cell Signaling), mTor (2983 ; 11100; Cell Signaling), cl-caspase 3 (9661; 1/200; 
Cell Signaling), cl-caspase 7 (8438; 1/200; Cell Signaling), PGR (8757; 1/1 000; 
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Cel! Signaling), PCNA (13100; 1/8000; Cel! Signaling), FoxOI (2880; 11100; 
Cel! Signaling), c1-PARP (94885; 1/1 00; Cell Signaling). The immunohistochemistry was 
performed using paraffin-embedded uteri tissue section (thickness 6Ilm). Siides were 
deparaffinized and rehydrated with dH20. Antigen unmasking was performed with boiling 
sodium citrate solution (100 mM sodium citrate, pH6, 5% Tween 20) for 30 min. 
Nonspecific binding was blocked with 5% normal goat serum in TBST1X for 1 hour at 
room temperature. Siides were th en incubated with primary antibodies in 5% goat serum 
TBSTIX ovemight at 4°C. Siides were washed with TBST1X and incubated with 25 ilL 
Signal Stain® Boost Detection (8125 ; Y2 with dH20; Cell Signaling). After, slides were 
incubated with Signal Stain® DAB (11725 ; 1 mL DAB diluent (11724) with one drop of 
Signal Stain® DAB Chromogen Concentrate; Cel! Signaling). Siides were counterstained 
with hematoxylin and coyer slipped. 
Immunojluorescence 
PGR (8757; 1/2000; Cell Signaling) antibody was used in immunofluorescence. It was 
performed using paraffin-embedded uterine tissue section (thickness 6 Ilm). Briefly, 
slides were deparaffinized and rehydrated with dH20. Antigen unmasking was performed 
with a pressure and cooker and boiling citrate solution (1 OOmM Citrate, pH6, 
5% Tween 20) for 10 min. Nonspecific binding was blocked with 5% normal goat serum 
in TBST1X for 1 hour at room temperature. Siides were then incubated with primary 
antibodies in 5% goat serum TBSTIX ovemight at 4°C. Siides were washed and incubated 
with Alexa Fluor-conjugated secondary antibody (F(ab')2-Goat anti-Rabbit IgG(H+L)-
Alexa Fluor 555 #21430 1/800) for 90 min. Siides were incubated with Sudan Black B 
0.1 % for 60 min and final!y incubated during 5 min with Hoechst solution (33342 
Invitrogen H3570, 1 ilL in 2 mL de PBS). 
Western Blot analysis 
Using Akt KO and WT mice whole uterus, we Iysed the tissue in RIPA buffer (pH 7,4 
150 nM NaCI, 0,1% SDS, 0,5% sodium deoxycholate, 1% NP-40 in PBS) containing 
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protease and phosphatase inhibitors (Completed™ and PhosSTOP form Roche Applied 
Science). Tissue was pre-cut using scissors and sonicated for 10 sec to homogenize, 
then centrifuged (13000 x g. 20 min at 4°C) to remove insoluble material. The supernatant 
was recovered and stored at -20°C pending analysis . Equal amounts of protein (22 Ilg) 
were loaded in each weIl and then resolved by SDS-PAGE. After that, proteins were 
transferred using a semi-dry cell onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA). 
Membranes were blocked with 5% milk in PBS containing 0,05 % Tween 20 for 1 h at 
room tempe rature, probed overnight at 4°C with primary antibody, washed three times in 
PBS-0,05% Tween 20 and incubated with HRP-secondary antibody (Cell Signaling) for 
45 min at room temperature. Hybridized membranes were washed three times in 
PBS-0,05% Tween 20 and protein detection was performed by detecting peroxidase 
activity using SuperSignal West Femto TM substrate (Thermo Scientific, Rockfort IL), 
as described by the manufacturer 's instruction. Signal was visualized using the 
Biolmaging System (UVP, CA, USA). The following primary antibodies were used for 
Western Blot analysis: Aktl (75692; 111000; Cell Signaling), Akt2 (abI31168; 1/1000; 
Abcam), Akt3 (14982; 1/1000; Cell Signaling). 
Statistical analysis 
Ali the experiments were repeated on a minimum of four different mice per genotype. 
Data were subjected to one-way ANOVA (PRISM software version 5.0; Graph Pad, 
San Diego, CA) followed by Tukey's test to determine the differences between the 
experimental groups. Differences were considered significant at the level of p < 0.05 . 
Results 
Validation of the knockout mice models 
Validation of the mice KO was confirmed using Western Blot and immunofluorescence 
analysis. Western Blot confirm a diminution of Aktl and Akt2 in mice knockout (KO 
AktI-2, KO Aktl-3 and KO Akt2-3). This diminution was not complete because the 
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knockout was observed only in cell expressing PGR. In figure l, we observed that sorne 
cells in stroma and luminal epithelium did not express PGR. Those cells could be immune 
cells such as natural killer or vascular cells (113). We also know that PGR is express in 
many tissues su ch as the heart, muscles and adipocytes (125). However, this receptor 
expression is not present in enough quantity to alter our model. In that way, we can say 
that the knockout was significantly high in sexual organs without altering other organs. 
The Akt3 KO was total because it did not use the Cre-LoxP system, it was not sexual 






- Akt total 
~ actin 
Fig. 1. Validation of KO Akt isoforms in mice uterus WT. Western Blot analysis 
(A) demonstrate the absence of isoform Aktl or Akt2 or Akt3 in Akt double KO. 
PGR antibody uses for IF (B), we observed that receptor in red and the merge shows that 
sorne cells didn 't express PGR in uterus (using an Olympus IX70 microscope 40X, 
Scale 100 !lm) 
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Akt is important for female fertility 
To confirm the involvement of Akt isoforms in the reproductive process, the average 
mouse litter number per genotype was analyzed. For AktI-2-3 triple KO mice, mice were 
infertile because they always stay at metestrus (vaginal smear). We observed that there is 
a large variation in fertility depending of which Akt isoform is knocked out (Fig. 2). 
We can also notice that the variance varies according to the genotypes. For example, 
WT mice are the only group where aU pups were alive. All genotypes have decreased 
fertility compared to WT (Fig. 2) In fact, KO Akt2 decreased significantly compared to 
WT (p < 0.05) (Fig. 2). It is the same for KO Akt3 (p < 0.00001), for KO Aktl-3 
(p < 0.0001) and for KO Akt2-3 (p < 0.001) (Fig. 2) which significantly decrease. 
Genotypes who have 0 baby, is a female who has a plug after intercourse but 0 baby at the 
delivery. 
Sorne genotypes show a fertility decrease compared to other genotypes, such as PR-
cre/Aktl and PR-cre/Akt3 (p < 0.0001). We can observe that Akt3 has its first quartile at 
value 0 and which is also its lowest value. This is the genotype that had the most litters 
without baby. Decreases observed in the fertility of the eight genotypes (Fig. 2) confirm 
that it would be interesting to go further. 
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Average mouse litter number per genotype 
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Fig. 2. Fernale fertility in rnouse for ail Akt isoforrn genotypes. Minimum of seven 
litter were used. The whiskers show Tukey test. The box is the quartile, QI, Q3 and the 
median. The ANOVA and Tuckey statistical tests were performed with p < 0.05 = *; 
P < 0.01 = **; P < 0.001 = ***; P < 0.0001 = ****. 
Akt does not influence the size of the uterine stroma 
The figure 3 showed uterus sections of three genotypes in estrous cycle. We can observe 
that the stroma size did not vary during the cycle and between the genotype, as showed in 
graphie at the figure 4. In the figure 3, we can observe the difference between 
three genotypes for the number of endometrial glands, and their size. In Aktl-2 KO mice, 
there less endometrial glands in ail phases then WT and Akt2-3 Ko mice. In WT mice, 
the endometrium is proliferating in proestrus. In estrus, there 's more endometrial glands 
to be prepared to a future implantation. In metestrus, the endometrium is inflamed because 
of the apoptosis of sorne cells. Finally, in diestrus, it's the end of the cycle, the 
endometrium still inflamed because of presence ofnatural killer cell (NK cell) (35). In the 
figure 3, we can observe the difference between three genotypes for the number of 
endometrial glands, and their size. This is what we use to do the graphie in figure 4. 
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For ail phases, there was no significant change in stroma thickness caused by Akt knock-
out (Fig. 4). On the other hand, there are sorne increases such as KO Akt2-3 and WT in 
diestrus (Fig. 4C) or decreases such as KO Aktl-2 and WT in estrus and metestrus 
(Fig. 4A). At estrus (Fig. 4A), the ratio distribution is not very dispersed as the boxes vary 
by 20% (Fig. 4A). Data in metestrus, diestrus and proestrus are more dispersed in the same 
genotype (Fig. 4B-C-D). There is a variance of25-30%. 
Aktl-2 
Akt2-3 
Fig. 3. Hematoxylin and eosin staining of mice uterus. This figure shows example of 
Akt KO mice uterus. We observe that the size of stroma didn't change in KO mice. 
We observe the decreased of number of endometrial glands in Aktl-2 KO in ail estrous 
phases and the percentage occupied by endometrial glands decreased in proestrus. 
For Akt2-3 KO mice, the number of endometrial glands changes only in estrus. 
Legend: GE; endometrial glands, EL; luminal epithelium, L; lumen, S; stroma, CM; 
muscle. 
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A) Size at estrus B) Size at metestrus 
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C) Size at proestrus D) Size at diestrus 
100 100 
Fig. 4. Percentage occupied by uterine stroma. A) for estrus, B) for metestrus, C) for 
proestrus and D) for diestrus. The ratio was ca1culated by measuring, with Image J, 
the size of the stroma including the light (SL) and stroma (S) only ((S/SL) *100 (1)) . 
The ANOVA and Tuk:ey' s statistical tests were performed with p < 0.05 . 
Akt plays a role on endometrial glands development 
The analysis of the endometrial glands number demonstrates that there are several 
significant differences between genotypes, in ail phases of estrus cycle (Fig. 5). In estrus, 
KO Aktl-2 decreases the number of glands compared to WT (p < 0.001) (Fig. SA). 
Whereas KO Akt2-3 increases them compared to WT (p < 0.05) (Fig. SA). 
Sorne genotypes are affected compared to WT but are not significant (as for KO Aktl, 
Akt2 and Akt3) (Fig. SA). In metestrus (Fig. SB), KO Aktl-2 decreased compared to ail 
the other genotypes (p < 0.01). ln proestrus and diestrus, again, KO Aktl-2 decreased the 
quantity of endometrial glands compared to WT and ail genotypes (p < 0.05) (Fig. 5C-D). 
In fact, we can see that KO Aktl-2 decreased significantly the quantity of glands during 
ail the different phase of the estrus cycle in mice. 
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We know that the number of endometrial glands vary. However, we did not know if their 
size changes from one genotype to another. We calculated the percentage of endometrial 
gland occupancy in the uterine stroma. The distribution of genotypes in estrus don ' t vary 
a lot, between 3% to 9% (Fig. 5E). In metestrus (Fig. 5F), the distributions are bigger, 
there variances are between 5% to 12%. In diestrus, KO AKtl-2 decreased significantly 
compared to KO Akt3 , Aktl-3 and KO Akt2-3 (p < 0.05). There is variation of distribution 
between genotypes, such KO Aktl-2 (small) and KO AKt3 (bigger variation) (Fig. 50). 
Finally, in proestrus, KO Aktl-2 decreased significantly compared to WT (p < 0.001), KO 
Akt2 (p < 0.0001) and KO Akt2-3 (p < 0.01). In fact, KO Aktl-2 decreased the 
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Fig. 5. Endometrial glands analyzes for ail Akt genotypes. A, B, C, D represents the 
number of endometrial glands in estrus, metestrus, diestrus and proestrus respectively. 
E, F, G, H represent the total percentage of the are a occupied by these glands for estrus, 
metestrus, proestrus, diestrus respectively. The percentage was ca\culated with the 
average of number of glands (Nb), the average of their size (G) and the stroma size (S): 
(( 1 G*Nb )/S 1) * 100) (2). ANOV A and Tuckey tests were performed with p < 0.05 = *; 
p < 0.01 = **; P < 0.001 = ***. 
Downstream target of Akt 
In order to demonstrate Akt isoform activity, we analyze downstream target of AKT, such 
as mTor, c-jun, FoxoI, c1-caspase 3 and 7 and c1-PARP (Fig. 6A). We score the signal 
intensity (0 to xxxx) of lliC for each protein (Fig. 7). We observe that there is a 
redundancy in their function, such as the absence of apoptosis in the stroma in proestrus 
(c1-casp3,7 and c1-PARP). There is also a redundancy in two isotype such as KO Aktl and 
Akt2, that decreased PGR in stroma during proestrus. The results also showed that each 
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Akt isoforms have specifics functions such as the glandular proliferation in proestrus and 
metestrus in Akt2 KO mice. 
These results are directiy link to the H&E analysis. In fact, the mouse litter number 
decreased in all genotypes but have a bigger effect in KO Aktl-2. In this study, 
we demonstrated that this genotype affected the quantity and size of endometrial glands. 
During the analysis of mc, we observe a decreased of cellular proliferation such as c-jun, 
PCNA, PGR, ERa in estrus, metestrus and proestrus in glands epithelium. We also 
observe an increased of apoptosis prote in such as cl-casp3, 7 in all phases. In the same 
way, sorne proliferation factor such as c-jun and PGR was decreased during proestrus in 
size glands. Finally, we observe an increase of cellular proliferation factor in KO Akt2-3 
in estrus such as c-jun, mtor and ERa. AlI this analysis show effect in mice fertility . It's 
could be a direct correlation with the diminution of number of endometrial glands and 
their size. 
AI Proestrus Estrus Metestrus Diestrus 
WTPCNA 
WTCI-Casp7 
Fig. 6. IHe analysis, example. Signal in WT uterus for PCNA and cl-casp7 antibody. 
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Discussion 
Gestation is orchestrated by several signais from maternai tissues and embryos. 
This communication is essential for a successful pregnancy. Cell survival and apoptosis 
factors come into play during this communication. The PI3K1 Akt signaling pathway has 
been extensively studied in fertility because it allows for this balance between apoptotic 
and cell survival factors (64). These factors are very important for good implantation 
preparation (126). In this present study, specific role of each Akt isoform in reproductive 
processes has been investigated using PGR-cre C57BL/6 transgenic mice. It was 
important to have loss expression only in sex organs, as studies have shown that Akt 
knockout mice can lead to mortality or several developmental problems (50-52). 
Using these transgenic mice, we were able to analyze fertility, size of uterine stroma and 
endometrial glands development during mouse estrous cycle. 
Our study established that Akt has an important role in mice fertility. We have shown that 
there are significant decreases in the number of mice pups between genotypes (Fig. 1). 
This means that Akt isoform have a role in the estrous cycle (as for KO Aktl-2-3 which 
always remains in metestrus) or during the implantation or even during embryo survival. 
These results follow our hypothesis of the central role of Akt in reproduction process. 
Another study demonstrated that Akt is strongly expressed in the stromal ceIl of the 
implantation site (118) and that Akt has a role in the dynamic pro cess of decidualization 
(127). Our results confirmed the importance of Akt in mi ce uterus for uterine receptivity 
and a role in the regulation of glandular epithelial cells as demonstrated in previous studies 
(63, 128). Our data demonstrate evidence for overlapping actions of Akt isoform during 
estrous cycle as demonstrated in previous study who suggesting that Aktl and Akt3 
prosses a similar function in implantation processes (54). This effect is reinforced by the 
fact that Aktl and Akt3 Ko mice were embryonically lethal because of the improper 
placenta vasculature (121). Our results showed that each Akt isoform is express in estrous 
cycle as demonstrate in previous study in our lab (64). 
We know that uterine stroma proliferates to promote implantation (129). According to 
our results, Akt isoforms would not significantly affect the uterine stroma (Fig. 2). 
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This protein could be not involved in maturation of the uterine stroma during estrous 
cycle. Another possibility is that other factor unknown for now could have the same 
function as Akt for a possible function redundancy. A study demonstrated that Wtn6 
prote in is involved in stroma proliferation during decidualization (130). It could be 
possible that this prote in affected the stroma during estrous cycle too. Another study has 
shown IGF-l increased at proestrus phase, mediated by estrogen via autocrine and 
paracrine signalisation (131). Finally, another study using rat stroma cells, demonstrated 
that TNF-a and EGF increased the proliferation activity in stromal cells in culture (132). 
All those proteins could have a proliferation activity, su ch as Akt. 
Finally, we know that endometrial glands have a role in uterine receptivity, implantation 
and decidualization (30). The glands endometrial secretions must be present for a good 
receptivity during the implantation window which is a crucial moment (133, J 34). A study 
has already been conducted on a PUGKO mouse model (uterine glands knockout) 
(135, J 36). This study demonstrated that in absence of endometrial glands and their 
secretions, blastocysts can attach to maternai tissues, but they are unable to survive (135). 
Another study demonstrated the same result, that inhibition by gene mutation or treatment 
(such as progestins) the development ofuterine glands results in infertility (13 7). Knowing 
their importance, we analyzed the impact of Akt deletion on the endometrial glands. 
Data suggest that Akt isoforms are important for uterine glands development. There an 
evidence that this infertility is multifactorial is that Akt3 is less fertile th en WT, but stroma 
and endometrial glands is normal. That could be explain by the fact that the KO could 
affect ovaries or implantation site. Our laboratory is going to study this impact too. 
Leukemia inhibitory factor (LIF) is a multi-functional cytokine prote in that exerts 
different functions in different tissues or cells . LIF is activated by LIF binding to LIF 
receptor complex composed of LIF receptor (LIF-R) and glycoprotein gp130, which 
activates selective signaling pathway such as JAKISTAT3, PI3K1Akt, MAPK and/or 
ERK1I2 pathway (Fig. 8) (138). Embryonic blastocyst cells, endometrial epithelial and 
stromal cells, ovarian granulosa-theca are known to produce LIF. LIF is transcript by 
TGF-~, tumor necrosis factor (TNF-a) and epidermal growth factor (EGF) (139). LIF KO 
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mice produced normal embryo, but they did not success to implant in the uterus (140) . 
A study has already been conducted on (LIF) demonstrate that this protein, secreted from 
the endometrial glands, is essential for rendering the uterus receptive for blastocyst 
implantation (134, 141). In our case, even if LIF is secreted by endometrial glands, 
but Akt is absent or deficient, it could influence the secretions and therefore the 
establishment of uterus receptivity. It could be the reason of the decrease in fertility of 
Akt KO mice we demonstrate in figure 3. 
Conclusion 
This study identified the specific function of each Akt isoform during the reproductive 
process in mice. It confirmed their involvement in female fertility and demonstrated that 
this protein is important for endometrial glands development. Indeed, the results suggest 
that Akt isoform have a role in the ovarian cycle as demonstrated by KO AktI-2-3 
genotype which is still in metestrus and the decrease in fertility (Fig. 1). In addition, 
they would be important for the number of endometrial glands (Fig. 3A-B). Aktl and 
2 isoforms would be important for increasing the uterine glands size in aIl phases (Fig. 3). 
In fact, the function of Akt change during the estrus cycle and depend of this localization 
in uterus. For course, this study is not all completed. Your laboratory study the absence of 
Akt isoform impact on ovaries (ovulation and hormones), implantation sites and gestation 
to know exactly what cause infertility in this mode!. This study is a start for further 
investigation, we think that mouse infertility is multifactoria!. Thus, future studies can be 
performed in decidualization, implantation and parturition, always in transgenic mice. 
More IRe could be performed to analyze more critic genes for endometrial glands such 
as Lefl and Wnt. Women's biopsies can be analyzed to confirm dysregulation of Akt 
isoforms in fertility problem. Assisted Human Reproduction aims to help women with 
problems to conceive. On the other hand, if the problem is intrinsic (Akt level), 
this method will not help. Therefore, this research is important for a better understanding 
of infertility, which could avoid unnecessary suffering for women. 
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CHAPITRE III 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
3.1 Discussion 
L'infertilité féminine touche de plus en plus de femmes partout dans le monde. 
Plusieurs raisons peuvent mener à ce problème. En effet, les femmes retardent leur 
première grossesse, tout en sachant que la fertilité diminue avec l'âge (4). De plus, 
l'environnement social, par exemple des lacunes dans la qualité des soins dépendamment 
du seuil de pauvreté; les facteurs génétiques, tels que le gène BRCA (breast cancer gene) 
qui cause une diminution de la réserve ovarienne, une diminution de la quantité de 
follicules primordiaux et des ovocytes en endommageant l'ADN (142, 143); ainsi que des 
problèmes de santé tels que des traitements pour le cancer qui sont de plus en plus 
courants, peuvent causer une diminution de la fertilité féminine (6). La plupart du temps, 
une mauvaise communication entre l'embryon et l'endomètre de la mère cause ces 
problèmes (21). Il doit avoir une balance entre les facteurs apoptotiques et les facteurs de 
survie cellulaire. Des solutions médicales sont parfois offertes aux femmes aux prises avec 
des problèmes d'infertilité, tels que l' insémination artificielle ou la fécondation in vitro 
(FIV) (15). Si ces solutions ne sont d'aucune aide, les problèmes peuvent être au niveau 
de voie de signalisation moléculaire. 
Une des voies de signalisation principale contrôlant l 'apoptose et la survie cellulaire 
est la voie PI3K1Akt. En effet, il a été démontré qu 'elle est impliquée dans un bon nombre 
de maladies, telles que le cancer et l'endométriose. Cette voie permet aussi la prolifération 
cellulaire, le métabolisme du glucose et la synthèse de protéines (48, 64). C'est pour cette 
raison qu'elle est souvent mutée dans les pathologies, car son impact est immense. 
Des recherches ont été menées pour connaître le rôle des isoformes dans le métabolisme. 
Cela a permis de démontrer la spécificité des isoformes d'Akt. Par exemple, nous savons 
qu'Aktl a un rôle central dans le métabolisme, car en son absence, il y a une augmentation 
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de la mort néonatale et une diminution de la masse du corps (50). Pour Akt2, il est 
important dans le métabolisme du glucose. Les souris KO Akt2 développent un diabète 
de type 2 (51). Finalement, Akt3 serait impliqué dans le développement du cerveau 
(52, 53). Ces études démontrent que les isoformes d' Akt ont un rôle dans les processus 
cellulaires. Elles soutiennent aussi l'intérêt d'étudier chaque isoforme, car elles pourraient 
jouer un rôle différent lors des processus reproductifs féminins. 
Dans la reproduction, nous savons qu'Akt est impliquée à divers moments lors de 
la gestation et que l'expression de ses trois isoformes varie (64, 144, 145). Cependant, 
les rôles spécifiques des isoformes d'Akt dans les processus reproductifs ne sont 
présentement pas connus. L'hypothèse de cette recherche est qu'une ou plusieurs 
isoformes d'Akt-joueraient un rôle dans la fertilité féminine. En effet, nous pensons 
qu'une mauvaise régulation des isoformes d' Akt pourrait mener à l'infertilité ou à d'autres 
maladies utérines. 
Pour les expériences, nous avons utilisé le modèle animal de la souris. En effet, 
le cycle œstral de la souris est similaire à au cycle menstruel de la femme. Dans les deux 
cas, ils sont affectés par les hormones de la FSH, la LH, l'œstrogène et la progestérone. 
Des souris transgéniques PGR-cre/ Akt ont été utilisées. Toutes les combinaisons de 
délétions possibles ont été faites (AKTl floxlflox; AKT2flox/flox; AKT3-KO; 
AKTI flox/flox + AKT2floxlflox; AKT 1 flox/flox + AKT3-KO; AKT2floxlflox + 
AKT3-KO; AKTl flox/flox + AKT2floxlflox + AKT3-KO). Ce modèle permet d'avoir 
des souris viables n'ayant pas certaines isoformes d'Akt dans leurs organes sexuels. 
Le court cycle œstral (4-5 jours) est un grand avantage de ce modèle. Les échantillons 
d'utérus récoltés à l'âge de 70 à 100 jours ont permis d'effectuer diverses analyses 
histologiques et de Western Blot. 
Nos souris sont modifiées génétiquement pour avoir une absence de Akt dans les 
organes sexuels, en utilisant le système PGR-cre. Nous savons que le récepteur PGR 
régule l'implantation embryonnaire et le développement des glandes, des effets qui sont 
capitaux dans la fertilité féminine (146). Nous savons aussi que la progestérone a un effet 
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dans plusieurs autres organes tels que le cerveau, les os et le cœur (J 13). Des expériences 
ont déjà été menées sur les tissus adipeux démontrant que les adipocytes sécrètent des 
adipokines qui affecteraient la sécrétion d'hormones sexuelles (J 47, 148). En effet, 
la leptine, faisant partie des adipokines, serait impliquée dans la maturation sexuelle (J 25). 
Il a aussi été démontré qu' Akt a un rôle dans les adipocytes, mais que c'est Akt2 qui serait 
la plus impliqué (J 49-152). Cependant, selon « The Human Protein Atlas », le récepteur 
à la progestérone est faiblement exprimé dans les adipocytes et atteint son maximum dans 
les organes sexuels. De plus, selon le protocole établi pour la méthode KO via le PGR-
cre, les auteurs ont fait des contrôles pour s'assurer que le knock-out était tissus 
spécifiques aux organes sexuels. Les organes sexuels étaient les seuls à être affecter de 
manière significative (J 12). En effet, d'autres études de KO PGR-A ou KO PGR-B ont 
permis de démontrer que la fonction de la progestérone était majoritairement au niveau 
des organes sexuels. Cela a démontré que PGR-A est important pour le développement 
utérin et les fonctions reproductives alors que PGR-B est essentiel pour le développement 
normal des glandes mammaires (J 53, 154). Ainsi, nous pouvons s'assurer que les 
changements observés entre nos génotypes sont causés par le KO Akt. 
Avec les analyses de Western Blot, nous avons démontré qu'Akt total varie peu au 
cours du cycle œstral chez la souris WT. Cependant, l'expression d'Akt l et d'Akt3 varie 
pendant le cycle alors qu' Akt2 semble constant. En analysant les isoformes en un seul 
graphique, il est possible de voir la prédominance d'un isoforme dans chaque phase. 
En effet, Akt2 est plus présent en proestrus alors qu' Akt3 l'est plus en œstrus (Figure 3.1). 
Ces résultats suggèrent un rôle spécifique des isoformes dans le cycle œstral de la souris. 
Akt2 semble liée à la prolifération cellulaire, qui est présente en proestrus alors qu' Akt3 
semble impliquée dans l'apoptose (présente en œstrus). Cela vient confirmer l'implication 
des isoformes d 'Akt dans la reproduction féminine et qu'il serait intéressant de pousser 
plus loin les expériences. Lors de ces analyses, nous avons utilisé des anticorps 
monoclonaux pour chaque isoforme. Ainsi, malgré l'homologie entre les isoformes, 
les anticorps étaient spécifiques, car nous n'avons pas observé de reconnaissance lors de 
la validation de nos anticorps (Figure 3.1). Le résidu de signal observé dans l'utilisation 
des anticorps Aktl et Akt2 sont justifiés par la présence de cellules sans PGR dans 
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l'utérus. Cela signifie que ces cellules n'ont pas été affectées par le KO, et qu' il y a 
présence résiduelle des isoformes d'Akt. Il resterait bien sûr à faire ces analyses de 
Western Blot sur tous nos génotypes de souris pour ainsi confirmer les résultats obtenus 
dans les analyses d'me. Il aurait été intéressant d ' utiliser un anticorps isoforme 
spécifique Akt en mc pour valider notre modèle et visualiser la variation des isoformes 
pendant le cycle œstral de la souris. Cependant, il n'existe aucun anticorps spécifique Akt3 
sur le marché qui fonctionne en mc ou IF. C'est pour cette raison que notre validation de 
modèle a été effectuée par analyses Western Blot. 
Dans cette analyse, nous avons mesuré la quantité totale des isoformes d'Akt, 
soit son expression totale. Cependant, il aurait été intéressant d'analyser la forme active, 
soit la phosphorylation des isoformes d'Akt. En effet, ces mesures auraient permis 
d' analyser la variation de l' activation des isoformes d'Akt. Cela nous aurait permis de 
mieux comprendre ce qui se passe pour Akt lors du cycle œstral. Il existe des anticorps 
spécifiques en Western Blot pour les isoformes d'Akt, mais ceux-ci ne sont pas de qualité 
optimale, selon les expériences que nous avons faites dans le laboratoire. 
Une immunoprécipitation des isoformes pAkt aurait aussi pu permettre cette mesure 
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Comparaison des isoformes d'Akt dans le cycle œstrus chez la souris 
WT. 
La quantité des isoformes d'Akt varie pendant le cycle œstral de la souris. 
Ces changements ne sont pas significatifs avec une analyse statistique 
ANOY A et test Tukey avec le logiciel GraphPadPrism 6. 
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Une comparaison entre les génotypes KO et WT a été faite au niveau de la quantité 
de souriceaux obtenus lors de portée. Selon les résultats obtenus, la protéine Akt a un rôle 
dans la fertilité féminine chez les souris. En effet, chaque génotype amène une diminution 
de la quantité de souriceaux comparativement aux WT. En absence totale des isoformes 
d' Akt, les souris femelles sont infertiles, car elles sont toujours en metestrus. Cette phase 
n'est pas propice à l'accouplement avec le mâle ni pour l'ovulation, qui se passant en 
œstrus. Ensuite, l'analyse de coupes utérines par coloration d'hématoxyline et éosine a 
permis de calculer le stroma et la taille des glandes endométriales. En effet, il a été 
démontré que le stroma utérin prolifère pendant le cycle utérin pour favoriser 
l'implantation embryonnaire (129, 155). Cependant, selon les résultats obtenus, les trois 
isoformes d' Akt n'ont pas d'impact sur l'épaisseur du stroma. Cela pourrait s'expliquer 
par le fait que cette protéine n'est pas impliquée dans la maturation du stroma. 
A vec les mêmes coupes utérines, nous avons mesuré la quantité et la taille des 
glandes endométriales. En effet, il a été démontré dans des précédentes études que les 
glandes endométriales sont importantes pour la réceptivité utérine, l'implantation et la 
décidualisation (30, 136). Cette étude a aussi démontré que l'absence de glandes 
endométriales chez les souris PUGKO (progesterone-induced uterine gland knockout), 
empêchait l'implantation embryonnaire (Figure 3.2) (136). Des études ont démontré que 
leurs sécrétions permettent en autres, une bonne réceptivité lors de la fenêtre 
d'implantation et la survie de du blastocytes (133-135). 
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A) WTlntoWT B) PUGKO ntoWT C) WT nto PUGKO 
Figure 3.2 Analyses utérines des souris PUGKO. 
A) Effet de l'implantation d'une souris WT dans un utérus WT. 
B) L'implantation d'une souris PUGKO dans un utérus WT. 
C) L'implantation d'une souris WT dans un utérus PUGKO. (136) 
En connaissant leur importance, nous avons analysé la quantité de glandes 
endométriales par coloration hématoxyline/éosine ainsi que par lHC avec l'anticorps 
FoxA2. Les isoformes Akt! et Akt2 permettent l'augmentation de la quantité de glandes 
endométriales et ce de manière significative pour toutes les phases. Ensuite, nous nous 
sommes demandé si la taille des glandes endométriales variait aussi . Pour rapporter les 
valeurs de pixels en ratio, nous avons calculé le pourcentage d'occupation total des 
glandes endométriales. Les résultats démontrent que la taille des glandes est affectée de 
manière significative par l'absence d'Aktl-2 en proestrus. En effet, les KO Aktl-2 
amènent une diminution significative de la taille des glandes endométriales 
comparativement aux WT en proestrus. Les isoformes d'Akt, plus précisément Aktl et 
Akt2, ont un rôle àjouer au niveau des glandes endométriales, comme démontré dans une 
précédente étude (128). Elles auraient un impact sur les sécrétions nécessaires à une bonne 
réceptivité utérine. En leur absence, cela causerait une diminution de la fertilité d'Akt, ce 
qui a été démontré dans nos résultats. Les effets des doubles KO (Aktl-2, Aktl-3 ou 
Akt2-3) ne semblent pas être des effets additifs, c'est-à-dire que la sommation des effets 
individuels d'une isoforme telle que KO Aktl et des effets d'une autre isoforme telle que 
KO Akt2 n'est pas égal aux effets observés du KO Aktl-2. Ces effets seraient synergiques 
et non additifs. 
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Pour l'IHC des protéines en aval dans la voie de signalisation d'Akt, nous avons 
analysé des facteurs impliqués dans la prolifération et l'apoptose dans le cycle 
reproducteur. En effet, nous savons qu'une harmonie doit être créée entre ces deux 
phénomènes pour permettre une implantation embryonnaire. Des protéines ont été 
analysées, telles que c-jun, mTor, cl-caspase 3 et 7, cl-PARP, pBad, ERa, PGR, PCNA, 
FoxO, car nous savons qu'elles sont présentes dans l' épithélium luminal et glandulaire 
ainsi que dans les cellules stromales. La prolifération cellulaire a été analysée, car il a été 
démontré qu'elle est impliquée à divers moments dans la gestation et le cycle œstral (J 56). 
Cette prolifération se passe en proestrus, pour favoriser une future implantation 
embryonnaire chez la souris, comme démontré par nos résultats. 
L'apoptose est un phénomène physiologique normal dans le système reproducteur 
féminin. Cette mort cellulaire serait plus présente au niveau de l'œstrus et metestrus 
(diminution d'œstrogène), ce qui est confirmé par nos résultats (67, 157). En effet, lors de 
l'analyse des IHC des anticorps cl-Casp3, 7 et cl-P ARP, nous avons constaté que le signal 
maximum se trouvait dans la phase œstrus et metestrus, que ce soit pour le stroma, 
l'épithélium luminal et glandulaire. Nous savons que la famille de gènes BCL-2 est 
impliquée dans l' apoptose dans la transition entre le proestrus et l'œstrus. En effet, il a été 
démontré qu'il y a une augmentation de facteur proapoptotique à cette période, ce qui met 
en lien l'apoptose et cette famille de protéines. Cette augmentation de gènes BCL-2 
pourrait médier le processus ovulatoire (J 58). Nous savons qu'Akt phosphoryle Bad au 
niveau de sa sérine 136 (74). C'est pour cette raison que nous avons analysé la 
phosphorylation de la sérine 136 et non total. Ainsi, nos résultats étaient plus précis 
qu'avec un anticorps pour une phosphorylation complète. Dans le stroma, il n'y a aucun 
signal de pBad et cl-P ARP pour toutes les phases et génotypes. Au niveau de l'épithélium 
luminal WT, pBad est à son apogée en proestrus et n ' a aucun signal en diestrus. 
Pour l'épithélium glandulaire, le signal est à son maximum en œstrus, metestrus et 
proestrus. 
En résumant les résultats, les isoformes d ' Akt ont une importance au niveau de la 
fertilité. En revanche, plusieurs facteurs sont à prendre en compte lors des analyses. 
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En effet, leurs rôles varient dépendamment du type cellulaire utérin dans lequel elles sont 
(stroma, épithélium luminal ou glandulaire), en plus de varier selon la phase du cycle 
œstral. La variation des niveaux de protéines des isoformes d' Akt cause des changements 
dans l'activation des protéines en aval de la voie de signalisation PI3K1 Akt. 
La panoplie de résultats obtenus a démontré que les isoformes d'Akt ont des rôles 
de redondance, mais aussi des rôles spécifiques à chacun. En effet, les isoformes d'Akt ne 
jouent aucun rôle au niveau de l'apoptose dans le stroma en proestrus et diestrus, selon les 
résultats d'mC obtenus pour les protéines cl-casp3, cI-casp7 et cI-PARP. Les trois 
isoformes ont aussi un rôle dans l'augmentation de la prolifération cellulaire glandulaire 
en metestrus, selon les analyses d 'IRC pour l' œstrogène et progestérone. 
En plus d'avoir une redondance de fonctions entre les trois isoformes, il existe une 
redondance entre-deux, telles que Aktl et Akt2 qui permettent une augmentation de la 
progestérone, de PCNA et pBad en œstrus dans l'épithélium glandulaire. Akt2 et Akt3 
diminuent la prolifération de l'épithélium luminal en diestrus selon c-jun, PCNA, Era et 
pBad. Finalement, il a aussi été démontré que les isoformes ont un rôle spécifique à 
chacune tel que Aktl qui a permet la diminution de l'apoptose dans l'épithélium 
glandulaire selon les analyses mc de cI-casp3 et cl-casp7; Akt2 qui permet 
l'augmentation de la prolifération de l'épithélium glandulaire en metestrus, selon mtor, 
Foxo 1 et PCNA; Akt3 qui permet la diminution de la prolifération des glandes 
endométriales en œstrus, selon l'analyse de l'œstrogène et mTor. 
Il existe bien sûr d'autres cibles intéressantes pour des analyses d'mC (Figure 3.3). 
Des acteurs de l'apoptose pourraient être analysés comme SmaclDIABLO 
(second mitochondria-derived activator of caspases / direct IAP-binding protein with low 
pI), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) et p53 (tumor protein 53) ainsi que de 
survie cellulaire telle que NFKB (nuclear factor KR). Selon une étude, les souris KO 
caspases 3 ont un effet variable sur l'apoptose. En effet, certaines meurent à l'état 
embryonnaire alors que d'autres vivent 4-5 semaines. Cela suggère d'autres facteurs 
impliqués dans l'apoptose tels que les lAPs (inhibitors of apoptosis protein) (66). 
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Une protéine de la famille des IAP, soit IAP3 , ou mieux connu sous le nom de XIAP 
bloque l'activité des capases alors que les protéines SmaclDIABLO inhibe XIAP (activent 
l'apoptose) . En effet, SmaclDIABLO est libéré par la mitochondrie dans le cytosol, 
permettant l'activation des caspases par liaison et neutralisation des XIAP (64). 
Comme Akt est au centre de plusieurs voies de signalisation, dont l' apoptose, il serait 
possible que XIAP régule Akt. En effet, cette hypothèse a déjà été soulevée dans des 
études concernant les cellules déciduales ainsi que des cellules épithéliales ovariennes 
(159-161). Il se pourrait donc Aktjoue un rôle sur cette famille d'inhibitrice de l 'apoptose 
dans le but de bloquer l' apoptose. 
NFKB, un facteur de transcription permettant la survie cellulaire, est séquestrer par 
les sous-unités p65 et p50 dans le cytoplasme par les IKBs (inositol KB) et ces derniers 
sont dégradés par ubiquitination lors de l'activation NFKB par pAkt (157). Cela permet de 
délocalisation cellulaire de NFKB dans le noyau, pour qu' elle puisse jouer son rôle de 
facteurs de transcription (162). XIAP pourrait réguler la survie cellulaire en ciblant NFKB 
(163, 164). Il a aussi été démontré que NFKB est impliqué dans la survie des cellules 
endométriales lors de l'implantation embryonnaire (165). C 'est pour cela que d'autres 
analyses de différentes protéines pourraient être utiles pour bien comprendre l'implication 
d' Akt et de son absence sur les voies de signalisation en aval de celle-ci. 
Figure 3.3 
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Autres cibles intéressantes pour des analyses d'IHC (figure du 
laboratoire du Dr Asselin). 
La voie de signalisation d' Akt permet une grande activation de protéine en 
aval. D 'autres protéines auraient été intéressantes à analyser dans cette 
recherche, au niveau de la survie cellulaire et de l'apoptose. 
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Finalement, des cibles précises pour les glandes endométriales auraient pu être 
analysées. LIF (leukemia inhibitory factor) est une cytokine multifonctionnelle qui a 
différentes fonctions au niveau de plusieurs tissus et cellules. LIF est activé par sa liaison 
au complexe composé du récepteur LIFR et de la glycoprotéine gp130, qui active la 
voie de signalisation Jak/STAT3 (Janus kinase/signal transduced and activators of 
transcription). Cette voie active par la suite PI3K1 Akt, MAPK (mitogen-activated protein 
kinases) et/ou ERKI /2 (EGF epidermal growthfactor) (Figure 3.4) (138). Les cellules du 
blastocyste, les cellules épithéliales et stromales de l'endomètre ainsi que la granulosa de 
la thèque ovarienne sont connues pour produire la protéine LIF. LIF est une cytokine qui 
est sécrétée et active des voies de signalisation autocrine et paracrine, tels que Jak/Stat3 , 
PI3K1Akt, ERKl/2. LIF est régulé par plusieurs molécules tels que l'œstrogène, TGF- B, 
EGF et TNF-a. (139, 166). Une étude a démontré que les souris LIF KO produisent des 
embryons normaux, mais que ces embryons ne réussissent pas à s' implanter dans l'utérus 
(140). Plusieurs études ont aussi démontré une augmentation de LIF, sécrétée par les 
glandes endométriales, lors de l'implantation embryonnaire et lors du développement 
embryonnaire (134, 141). Dans notre étude, même si LIF est sécrété par les glandes 
endométriales, mais qu ' Akt est absent ou déficient, il pourrait influencer les sécrétions 
glandulaires et donc l' établissement de la réceptivité utérine. Cela pourrait être une raison 
pour la diminution de la fertilité chez les souris KO pour les isoformes d'Akt. 
Figure 3.4 




Voie de signalisation de LIF (figure du laboratoire du Dr Asselin). 
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La protéine LIF permet l'activation d'Akt, d'ERKl/2, MAKP ainsi que de 
ST AT3 qui permettent la prolifération, la maturation des ovocytes ainsi que 
le développement embryonnaire. Cette voie est donc importante pour la 
fertilité. 
Une autre famille de protéines importantes dans la reproduction féminine est Wnt. 
Cette famille des protéines Wnt est une glycoprotéine riche en cystéines qui ont un rôle 
dans la prolifération cellulaire, apoptose, différenciation et le développement 
embryonnaire (J 67). En effet, plusieurs Wnt sont présentes au niveau du stroma utérin 
ainsi que de l'épithélium luminal. Il a été démontré que des souris KO Wnt7a ou des souris 
KO Wnt5a menaient à une absence totale de glandes endométriales (J 68, 169). En plus 
d 'être essentielles pour les glandes endométriales, des études ont démontré qu'elle est 
capitale pour l'implantation embryonnaire et la décidualisation (J 30, 167). Sa variation 
pendant le cycle œstral de la souris démontre une régulation hormono-dépendante. Un lien 
existe entre la voie de signalisation des Wnt ainsi que celle de PI3K1 Akt, soit avec la 
molécule GSK-3 (glycogen synthase kinase 3). En effet, une étude a démontré l'activation 
de ces deux voies de signalisation lors de l'invasion du trophoblaste dans l'endomètre 
(J 70). Il serait donc intéressant de connaître si en absence d'une ou plusieurs isoformes 
d 'Akt, les protéines Wnt modifient leur signalisation. 
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Il existe quelques limitations en ce qUI a trait aux expériences de cette étude. 
En effet, les analyses d'IHC ont permis de voir la modification des protéines en aval, par la 
modification de la coloration du signal observé. Cependant, cette analyse n'est pas 
quantitative, créant une limitation. Une analyse Western Blot pourrait être effectuée pour 
confirmer ces modifications de manière semi-quantitative. Cela permettrait d 'être plus 
précis dans l' analyse de nos résultats. Aussi, des immunofluorescences pourraient être 
pratiquées sur les coupes utérines. Cela permettrait d ' avoir une meilleure idée de la 
localisation des protéines dans les cellules épithéliales luminales et glandulaires 
ainsi que stromales. Des RT -qPCR (Real time quantitative polymerase chain reaction) 
permettraient d ' analyser les ARN messager des protéines en aval d 'Akt, ce qui pourrait 
quantifier leur expression, permettant d'être complémentaire aux expériences 
précédentes. 
Une limitation est au niveau de l'analyse de la reproduction de nos souris. En effet, 
les mâles WT que nous avons utilisés pour mesurer la fécondité de nos souris peuvent 
avoir des variations génétiques qui pourraient diminuer leur fertilité. Ainsi, cela viendrait 
ajouter une variable à nos expériences. La variabilité du mâle ne peut être quantifiée dans 
nos expériences. En effet, ces souris viennent de « Jackson Laboratories ». Ces derniers 
nous confirment que leurs souris ont des antécédents similaires. Cependant, cela ne 
signifie pas qu'ils font un séquençage de leurs souris. En analysant certaines séquences 
après un certain nombre de portées pour voir s'il y a une possible dérive génétique. 
Ainsi, pour diminuer cette variabilité, il serait possible d ' évaluer la qualité des 
spermatozoïdes par spermogramme des mâles pour ainsi connaître la qualité de nos mâles. 
Une autre limitation serait au niveau des femelles. En effet, l' analyse de la fertilité ne 
prend pas en compte la qualité des ovules. Le manque des isoformes d'Akt pourrait venir 
causer des problèmes sur les protéines de surface diminuant potentiellement leur fertilité . 
Il serait bien d ' évaluer par analyse FACS (Fluorescence-activated cell sorting) l' ovule et 
le spermatozoïde pour connaître s'il ya des variations de protéines de surface qui peuvent 
jouer un rôle dans la fertilité de nos souris transgéniques. 
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Une autre limitation serait au niveau des données utilisées pour le graphique de la 
fertilité. Les données ont été prises à divers moments et cela peut mener à des fausses 
données, car les souris sont sensibles à leur environnement (bruits, travaux), au stress et 
aux saisons (31). Ainsi, au cours d'une année, leur fertilité peut varier. Nous souhaitons 
donc refaire cette expérience avec tous les couples transgéniques en même temps. 
Ainsi, cela diminuerait la variance dans l'analyse de la fécondité. 
3.2 Conclusions 
Les résultats de cette étude suivent la logique d'autres études qui démontrent que 
les trois isoformes d' Akt ont un mode d'action similaire, mais que chacun a un rôle défini 
dans l'organisme (37). En effet, comme cité précédemment, Aktl aurait un impact au 
niveau de la croissance et survie cellulaire (50). Akt2 serait davantage impliqué dans le 
diabète de type II (111, 171) tandis qu' Akt3 permettrait un développement normal du 
cerveau (52). Ces études viennent appuyer l 'hypothèse que les isoformes d'Akt sont 
impliquées dans différents processus cellulaires et ce à différents degrés. Avec nos 
données, nous venons confirmer que chaque isoforme joue un rôle dans la fertilité 
féminine (63). 
Nos résultats sont concluants par rapport à notre hypothèse. En effet, nous avons 
démontré que les isoformes d'Akt ont un impact sur la fertilité féminine que ce soit en 
diminuant de la quantité de souriceaux pour tous les génotypes et la diminution du nombre 
et de la taille des glandes endométriales. En effet, Aktl et Akt2 ont un impact sur le 
nombre et la taille de glandes endométriales pouvant ainsi modifier la quantité de 
sécrétions utérines, affectant la fertilité . De plus, l'analyse des protéines en aval a permis 
de démontrer une redondance de fonctions entre les trois isoformes ou deux d'entre eux, 
comme expliquée précédemment (Figure 3.5). Il y a aussi des fonctions spécifiques 
présentes pour chacun (Figure 3.4). Cela confirme notre hypothèse et démontre 
l'importance de la continuité des études sur Akt au niveau de la fertilité féminine. 
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Expression des isoformes d'Akt dans l'épithélium glandulaire 








Diminution Diestrus c-jun, mTor, ERa, pBarl, cl-
casp3,7 
Diminution Œstrus CI-casp3,7, CI-PARP 
Augmentation Diestrus mTor, foxOI 
Diminution Metestrus mTor, PCNA,foxOI 
Augmentation Diestrus mTor,foxOI 
Augmentation Œstrus PGR,PCNA 
Augmentation Metestrus Cl-Casp3 , CI-PARP 
Augmentation Proestrus c-jun, PGR, pBarl 
Diminution Diestrus mTor, PCNA, ERa 
Diminution Œstrus c-jun, mtor, foxOI , ERa 
Augmentation Proestrus PCNA, PGR, pBad 
Expression des isoformes d'Akt dans l'épithélium glandulaire dans 
l'utérus des souris transgéniques. 
Ce tableau résume en grandes lignes les effets des isoformes d' Akt sur 
certaines protéines analysées pendant le cycle œstral de la souris. 
Les résultats des isoformes d' Akt dans l'épithélium glandulaire semblaient 
plus importants que les autres, selon les résultats obtenus en H&E et IHC. 
3.3 Perspectives 
Cette recherche permettra d'ouvrir la porte sur des problèmes d'infertilité au niveau 
de la signalisation cellulaire d'Akt. Il existe déjà des biopsies endométriales permettant 
l'analyse molécules de signalisation pour déterminer le moment précis de la fenêtre 
d'implantation embryonnaire chez les patientes (20, 22). Cependant, cette étude démontre 
l'importance d'analyser des molécules de signalisation au niveau des glandes 
endométriales et pas seulement au niveau de la fenêtre d'implantation. En effet, plusieurs 
études démontrent l'importance des glandes endométriales dans la fertilité. 
Pourtant, celles-ci ne sont pas analysées lors des biopsies. Il serait donc favorable pour la 
fertilité féminine d'ajouter la protéine Akt dans les analyses endométriales. Cela va 
permettre aux femmes de mieux comprendre leur situation face à leurs résultats 
d'infertilité. Ainsi, elles pourraient éviter de faire des démarches médicales douloureuses 
au niveau psychologique et physique pour un problème qui ne peut être réglé grâce à la 
procréation médicalement assistée. 
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Il est certain que des expériences futures doivent être menées sur ces souris KO pour 
bien démontrer l'impact d'Akt sur la reproduction. En revanche, sachant qu'Akt est au 
centre de plusieurs voies de signalisation, il serait logique de penser que l'impact sur la 
fertilité en son absence est multifactoriel. Pour l'instant, nous pouvons affirmer qu'Akt a 
un impact sur le nombre de souriceaux par portée de souris femelles transgéniques et la 
quantité de glandes endométriales. En effet, la quantification des hormones sexuelles, 
l'analyse du KO Akt sur les ovaires et les sites d'implantation vont permettre de confirmer 
l'effet ou les effets d'isoformes d'Akt sur la reproduction. Cela sera possible en analysant 
la croissance folliculaire au niveau des ovaires et l'ovulation ainsi que les sites 
d'implantation. C'est pour cette raison que notre laboratoire continue ses études sur les 
souris transgéniques KO Akt. 
Ainsi, les prochaines étapes de cette recherche sont d'utiliser ces souns 
transgéniques pour des analyses lors de l'implantation, la décidualisation, la grossesse et 
lors de la parturition. Cela permettrait une vue d'ensemble sur les rôles des isoformes 
d'Akt au cours de la reproduction féminine . Ainsi, cela pourrait aider à déterminer 
certaines causes d'infertilité pour l'instant inconnues. Pour confirmer notre hypothèse, 
il serait intéressant d'analyser des biopsies utérines de femmes infertiles pour démontrer 
la dysrégulation des isoformes d'Akt. D'autres recherches pourront être faites pour trouver 
un moyen de contrer un manque d' isoformes d'Akt au niveau endométriale, pour ainsi 
favoriser la réussite de grossesse à terme via une bonne réceptivité utérine et une bonne 
implantation embryonnaire. 
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